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Os poliomavírus representam uma família de pequenos vírus nus, de simetria 
icosaédrica e de genoma de ácido desoxirribonucleico (DNA), encontrados numa vasta 
gama de hospedeiros (peixes, aves e mamíferos, incluindo o Homem), a qual tem vindo 
muito recentemente a ser alargada. O seu nome deriva das palavras gregas poly, que 
significa “muito”, e oma, que representa “tumor”, uma vez que alguns membros da 
família possuem a capacidade de induzir múltiplos tumores em animais infetados 
experimentalmente. Neste âmbito, estes vírus têm sido associados, em maior ou menor 
escala, a doença humana, incluindo, de um modo inequívoco, a uma forma rara de 
cancro da pele, o carcinoma das células de Merkel. 
Neste estudo, procurou-se identificar, caracterizar filogeneticamente, ainda que 
de modo preliminar, e, eventualmente, isolar in vitro, os poliomavírus de amostras 
fecais de origem animal. Para tal, 163 amostras fecais foram estudadas, correspondentes 
a 144 de primatas não-humanos do Jardim Zoológico de Lisboa (ZLX) (incluindo 36 
espécies, de sete famílias distintas, cobrindo todos os grandes grupos taxonómicos de 
primatas), 15 de morcegos com origem nos concelhos de Almada e Montemor-o-Novo, 
três de rato-doméstico (Mus sp.) e uma de musaranho-de-dentes-brancos, estas últimas 
também provenientes do ZLX, tendo como ponto de partida a amplificação de uma 
região de cerca de 260 pb, codificante da proteína da cápside VP1, no DNA genómico 
dos poliomavírus, por nested PCR, com recurso a primers universais degenerados. 
Todas as suspensões fecais produzidas foram inoculadas em linhas celulares contínuas 
(células Vero E6 e A549), para tentativa de isolamento viral. A identidade das espécies 
hospedeiras com amostras positivas foi confirmada por análise da sequência 
nucleotídica parcial do gene mitocondrial do citocromo b. 
Foi detetado DNA de poliomavírus em 17 amostras (10,4%), 15 com origem em 
primatas não-humanos (macaco-fidalguinho, mico-leão-dourado, saimiri-da-bolívia, 
babuíno-hamadrias e chimpanzé-comum), incluindo espécies de macacos do Novo 
Mundo, do Velho Mundo e grandes símios, e duas em morcegos-de-ferradura-pequenos. 
No entanto, não foi possível isolar os vírus em questão em culturas celulares. 
Pela análise das relações filogenéticas estabelecidas, foi possível determinar que 
duas das sequências nucleotídicas obtidas, resultantes das amostras fecais de mico-leão-
dourado e babuíno-hamadrias, apresentaram natureza inesperada, ou seja, elevada 
identidade com poliomavírus de roedores, e que para outras quatro (de saimiri-da-
bolívia, macaco-fidalguinho e as duas de morcego-de-ferradura-pequeno) seria 
relevante obter um segmento nucleotídico de maior tamanho/genoma completo, pois 
aparentam ser de poliomavírus ainda não descritos na literatura ou sem o genoma 
completo depositado nas bases de dados internacionais. Foi ainda detetada a circulação 
de dois poliomavírus filogeneticamente distintos na colónia de saimiris-da-bolívia e 
uma elevada taxa de infeção presuntiva no grupo de chimpanzés-comum. 
Dado que existe uma relação filogenética próxima entre poliomavírus de 
morcegos e de primatas não-humanos e que estes últimos apresentam grande 
proximidade evolutiva com o Homem, é de especial interesse avaliar a possibilidade da 
transmissão zoonótica destes vírus para a espécie humana, com recurso a estudos de 
carácter filogenético. 
 






Polyomaviruses represent a family of small, nonenveloped, icosahedral and 
deoxyribonucleic acid (DNA) genome viruses found in a broad range of animal hosts 
(fish, birds and mammals, including humans), which has recently been expanded. Its 
name derives from the Greek words poly, meaning "many", and oma, denoting 
"tumour", since some members of the family Polyomaviridae have the ability to induce 
multiple tumours in experimentally infected animals. In this context, these viruses have 
also been associated, to a greater or lesser extent, to human disease, including, 
unquestionably, to a rare form of skin cancer, Merkel cell carcinoma. 
In this study, it was sought to identify, to characterize phylogenetically, albeit 
preliminary, and to isolate in vitro, the polyomaviruses from faecal samples of animal 
origin. To that end, 163 faecal samples were screened, corresponding to 144 non-human 
primates from the Lisbon Zoo (ZLX) (including 36 species from seven distinct families, 
covering all major taxonomic groups of primates), 15 bats originating from the 
municipalities of Almada and Montemor-o-Novo, three house mice (Mus sp.) and one 
greater white-toothed shrew, the latter also originating from the ZLX, having as a 
starting point the amplification of a region of about 260 bp, encoding the VP1 capsid 
protein in the polyomavirus genomic DNA, by nested PCR, using degenerate universal 
primers. All faecal suspensions produced were inoculated into continuous cell lines 
(Vero E6 and A549 cells) for attempted viral isolation. The identity of each of the host 
species that produced a positive faecal sample was confirmed by analysis of the partial 
DNA sequence of the cytochrome b mitochondrial gene. 
Polyomavirus DNA was detected in 17 samples (10.4%), 15 originating from 
non-human primates (brown capuchin, golden lion tamarin, Bolivian squirrel monkey, 
hamadryas baboon and common chimpanzee), including species of New World 
monkeys, Old World monkeys and great apes, and two from lesser horseshoe bats. 
However, it was not possible to isolate the viruses in cell cultures. 
By analysing the established phylogenetic relationships, it was possible to 
determine that two of the obtained nucleotide sequences, amplified from faecal samples 
of the golden lion tamarin and the hamadryas baboon, were somehow unexpected, 
presenting high identity with rodent polyomaviruses, and that for other four (from the 
Bolivian squirrel monkey, the brown capuchin and two lesser horseshoe bats) would be 
relevant to obtain a larger nucleotide segment/complete genome, as they appear to 
correspond to polyomaviruses not yet described in the literature or without the complete 
genome in international databases. Circulation of two phylogenetically distinct 
polyomaviruses in the Bolivian squirrel monkey enclosure and a high rate of putative 
infection in the common chimpanzee troop were also detected. 
Given that there is a close phylogenetic relationship between bat and non-human 
primate polyomaviruses and the high evolutionary proximity of the latter hosts to 
humans, it is of particular interest to evaluate the possibility of zoonotic transmission of 
these viruses to our species by phylogenetic studies. 
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Os poliomavírus têm sido encontrados numa grande variedade de hospedeiros 
animais, incluindo peixes, aves e mamíferos, sendo que estes últimos incluem humanos, 
primatas não-humanos (macacos do Novo Mundo, macacos do Velho Mundo e grandes 
símios, como chimpanzés, gorilas e orangotangos), morcegos, roedores, carnívoros, 
elefante-africano, golfinho-comum, cavalo e vaca (1–7). Constituem a família 
Polyomaviridae, a qual teve a sua origem na divisão, em 2000, da família 
Papovaviridae em duas novas famílias. O seu nome é derivado das palavras gregas 
poly, que significa “muito”, e oma, que representa “tumor”, uma vez que alguns 
membros da família Polyomaviridae possuem a capacidade de induzir tumores em 
animais infetados experimentalmente (8–11). 
 
1.1. PERSPETIVA HISTÓRICA 
A história dos poliomavírus começou em 1953 quando Ludwik Gross estudava o 
vírus da leucemia murina (MLV). Ao efetuar experiências nas quais efetuava passagens 
de extratos acelulares contendo MLV em ratos, os recetores desenvolviam 
ocasionalmente carcinomas na glândula parótida, para além da leucemia, o que sugeriu 
a existência de um segundo agente tumorogénico filtrável nos extratos. Mais tarde, 
verificou-se que o agente do tumor da parótida era capaz de originar tumores em 
múltiplos locais, quando inoculado em roedores recém-nascidos, sendo proposto o 
nome poliomavírus para refletir esse facto (12–14). 
Em 1960, foi isolado o primeiro poliomavírus de primatas, o vírus símio 40 
(SV40). Este membro da família apresentou-se como um contaminante das linhas de 
células renais de macaco-reso (Macaca mulatta) usadas na produção de vacinas contra a 
poliomielite (4). O SV40 produz uma infeção assintomática persistente no seu 
hospedeiro natural, o macaco-reso, no entanto, propriedades transformantes em 
hamsters recém-nascidos e em culturas celulares heterólogas foram descritas em 1962 
(15,16). Na altura destas descobertas, este vírus já havia sido inadvertidamente 
administrado a milhões de pessoas através das vacinas de poliovírus, levando a uma 
potencial ameaça à saúde pública e a sérias preocupações relativamente à sua eventual 





episódio, o estudo de poliomavírus de primatas não-humanos ganhou um especial 
interesse e, nos anos que se seguiram, muitos elementos desta família foram isolados a 
partir de uma grande variedade de espécies animais (9,18). 
Os poliomavírus BK (BKPyV) e JC (JCPyV) foram as primeiras descobertas 
provenientes da espécie humana, em 1971. O nome de ambos derivou das iniciais dos 
doentes de que foram isolados, tendo o BKPyV sido descoberto na urina de um recetor 
de transplante renal que desenvolveu estenose uretral e o JCPyV isolado de um doente 
imunocomprometido com leucoencefalopatia multifocal progressiva, uma doença rara, e 
quase sempre fatal, do sistema nervoso central (19,20). Desde então, foram descritas 
mais doze espécies distintas de poliomavírus associados ao Homem (21–31). Alguns 
são geneticamente semelhantes a vírus encontrados noutras espécies de primatas (32–
36), colocando-se a hipótese de algumas destas espécies de vírus humanos terem sido 
adquiridas por transmissão interespecífica, de caráter zoonótico. 
Em 1981, uma doença de corpos de inclusão intranucleares generalizados dos 
periquitos jovens, caracterizada, entre outros, por atraso no crescimento, queda de 
penas, hepatite, ascite, lesões renais, hidropericárdio e elevadas taxas de mortalidade em 
periquitos, foi associada a um poliomavírus, o primeiro de espécies aviárias (37). 
Devido ao padrão típico da doença, este vírus foi então designado de poliomavírus da 
doença dos periquitos jovens (“budgerigar fledgling disease polyomavirus”) ou da 
muda francesa (38). No entanto, e contrariamente à esmagadora maioria dos 
poliomavírus, nos quais existe uma associação exclusiva com o hospedeiro, uma grande 
variedade de aves, para além dos periquitos, é suscetível ao vírus, sendo este agora 
referido como poliomavírus de aves (APyV) (39–43). 
Com o advento de tecnologias de biologia molecular mais avançadas, muitos 
poliomavírus adicionais foram descobertos, o que resultou na proposta de mais de cem 
novas espécies candidatas, ao longo da última década. Em 2008, um poliomavírus 
humano foi isolado em carcinomas das células de Merkel, o poliomavírus das células de 
Merkel (MCPyV). A sua descoberta refletiu o reconhecimento de que a incidência deste 
carcinoma, uma rara, mas agressiva, forma de cancro da pele, era mais frequente em 
doentes imunocomprometidos, sugerindo uma causa infeciosa (23,44,45). Apesar de 





em modelos animais, não existem evidências conclusivas, para além do MCPyV, de que 
estes desempenhem um papel relevante na etiologia dos cancros humanos (23). 
Também em 2008, foi descrito o primeiro poliomavírus de um primata do Novo 
Mundo, o poliomavírus do saimiri-da-bolívia. O seu ácido desoxirribonucleico (DNA, 
do inglês deoxyribonucleic acid) foi extraído a partir de amostras de baço e sangue de 
um saimiri-da-bolívia (Saimiri boliviensis), no entanto, a sua importância como agente 
patogénico permanece pouco clara (3). 
O primeiro poliomavírus de morcegos foi descrito em 2009 em tecidos 
aparentemente saudáveis de morcego-castanho-pequeno (Myotis lucifugus) (46). Desde 
então, o número de novas espécies de poliomavírus associados aos morcegos tem 
crescido significativamente, sendo atualmente oficialmente reconhecidas 21 espécies 
virais distintas. Estas infetam uma grande diversidade de hospedeiros quirópteros, quer 
do ponto de vista taxonómico, quer da sua distribuição geográfica e ecologia (47). 
 
1.2. TAXONOMIA 
Tal como em muitos outros exemplos em Virologia, tem sido difícil alcançar um 
sistema de classificação taxonómica consensual para os membros da família 
Polyomaviridae, dada a falta de um modelo claro da história evolutiva destes vírus. É 
reconhecido que um esquema de classificação robusto poderia orientar investigadores e 
clínicos na compreensão das espécies já existentes e de recém-descobertas (48). No 
sistema de classificação atual, aprovado pelo Comité Internacional da Taxonomia dos 
Vírus (ICTV), a família Polyomaviridae divide-se em quatro géneros: 
Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus, Deltapolyomavirus e Gammapolyomavirus 
(47). 
Os vírus dos géneros Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus e 
Deltapolyomavirus contêm todos os membros da família conhecidos por infetar 
mamíferos, sendo o poliomavírus murino (MPyV) (primeiro poliomavírus descrito) 
(12), o SV40 e o poliomavírus humano 6 as respetivas espécies-tipo de cada um dos 
géneros. Quanto ao género Gammapolyomavirus, inclui todos os membros conhecidos 
por infetar aves, sendo a espécie-tipo do género o APyV. Apesar da classificação atual 
colmatar lacunas de classificações anteriormente propostas, algumas espécies de 





localização filogenética ou pelo facto das sequências de DNA ainda não terem sido 
revistas na base de dados GenBank (47). 
 
1.3. ESTRUTURA DO VIRIÃO 
Os membros da família Polyomaviridae caracterizam-se por constituírem 
partículas virais sem invólucro, de 40-50 nm de diâmetro. As suas cápsides icosaédricas 
envolvem uma única molécula de DNA circular de cadeia dupla de aproximadamente 
5000 pares de bases (pb) (Figura 1) (49,50). O DNA viral encontra-se associado às 
histonas celulares H2A, H2B, H3 e H4, constituindo um nucleossoma. A soma dos 24-
26 nucleossomas formados constitui o minicromossoma do virião que, apesar de exibir 
a mesma estrutura que a cromatina celular, não inclui a histona H1 (51). 
 
 
Figura 1 - Estrutura do virião dos Polyomaviridae [adaptado de (52)]. 
 
Quanto à cápside, consiste no arranjo de três proteínas codificadas pelo genoma 
viral, as proteínas VP1, VP2 e VP3. Das proteínas estruturais referidas, a VP1 
representa mais de 70% do conteúdo proteico das partículas virais, sendo por isso 
também referida como a proteína principal da cápside (49). 
A estrutura icosaédrica da cápside dos poliomavírus contém 360 moléculas de 
VP1, com localização superficial, organizadas em 72 pentâmeros (capsómeros), cada 
um contendo cinco moléculas de VP1 a rodear uma molécula de VP2 ou VP3, as 
proteínas em menor quantidade na cápside (53,54). Alguns poliomavírus (e.g. APyV) 
expressam uma quarta proteína estrutural (VP4) (55). 
A partícula viral dos poliomavírus é bastante resistente aos agentes físico-





formalina, o que explica a presença do SV40, como mencionado anteriormente, em 
lotes da vacina antipoliomielítica inativada, nos anos 50/60 do século passado. A sua 
elevada transmissibilidade, resultará também, em parte, desta característica (16). 
 
1.4. ORGANIZAÇÃO DO GENOMA 
Apesar dos membros da família Polyomaviridae possuírem um genoma 
relativamente pequeno, são capazes de codificar entre cinco a nove proteínas, uma vez 
que possuem genes sobrepostos em diferentes grelhas de leitura aberta (ORFs, do inglês 
open reading frame) e regiões reguladoras compactas (9,56). 
O genoma destes vírus pode ser dividido em três secções: uma região precoce, 
com genes que codificam proteínas precoces (traduzidas antes do início da replicação 
do genoma), uma região tardia, com genes que codificam proteínas tardias (expressas 
após o início da replicação do genoma) e uma terceira região, que separa as duas 
anteriores, a região reguladora, que não é codificante e contém a origem da replicação 
do DNA, assim como os promotores dos genes precoces e tardios (Figura 2) (9). 
 
 





1.4.1. REGIÃO PRECOCE 
Os poliomavírus possuem a capacidade de codificar duas a cinco proteínas não 
estruturais, precoces, cuja tradução é última consequência de um fenómeno de splicing 
alternativo de um ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) precoce comum (49,58). 
As proteínas precoces comuns a todos os poliomavírus são os antigénios 
tumorais grande (LT-ag) e pequeno (ST-ag). Estas proteínas estão envolvidas nos 
processos de replicação viral e transformação celular, sendo as suas potenciais 
capacidades oncogénicas influenciadas pela espécie de poliomavírus, assim como pelo 
tipo de hospedeiro infetado (59,60). Para o LT-ag, em particular, têm sido 
caracterizados diferentes padrões de splicing, dando origem a LT-ag alternativos (LT’-
ag) (61). 
Alguns poliomavírus produzem ainda um terceiro mRNA precoce resultante de 
mecanismos de splicing alternativo. Um antigénio tumoral médio (MT-ag) é assim 
expressado pelo MPyV e o poliomavírus do hamster, o qual se encontra igualmente 
envolvido no processo de transformação neoplásica da célula hospedeira (58,62,63). 
Recentemente, foi comprovado que a complexidade do mapa traducional dos 
poliomavírus é maior do que se supunha, havendo vários exemplos de expressão de 
proteínas adicionais, específicas para determinados tipos de vírus, resultantes de 
mRNAs precoces sujeitos a padrões de splicing alternativos. No SV40, por exemplo, é 
expressa a 17kT, uma proteína cuja função tem sido associada à capacidade de 
transformação de células humanas e de roedores (64). 
A proteína ALTO (acrónimo de alternate frame of the large T open reading 
frame), uma proteína resultante da tradução de uma grelha de leitura alternativa da ORF 
do LT-ag, foi identificada no MCPyV, sendo previsto que exista em poliomavírus 
filogeneticamente relacionados com este. A sua função é atualmente desconhecida, mas 
poderá ter um papel na sinalização celular. A sua expressão poderá constituir um 
mecanismo de compensação da ausência do MT-ag. No entanto, os vírus que possuem a 
ALTO também poderão codificar o antigénio tumoral referido (65). 
 
1.4.2. REGIÃO TARDIA 
Os mRNAs tardios são transcritos na direção oposta à dos precoces, codificando 





constituição da cápside, e VP2 e VP3, que se apresentam em quantidades muito 
menores nesta estrutura. Pensa-se que estas últimas poderão estar envolvidas na 
encapsidação do genoma viral após a sua replicação e que VP2 também possa 
desempenhar um papel relevante na entrada dos poliomavírus em certos tipos de células 
(9,49,53,66,67). 
No SV40, uma quarta proteína tardia é codificada, VP4, ausente da cápside viral. 
Esta proteína atua como uma viroporina, responsável pela disrupção da membrana 
celular, essencial para a libertação das partículas virais por lise celular. No BKPyV e 
JCPyV, foi também encontrada uma presumível ORF de VP4, contudo ainda não foi 
estabelecido se a proteína é ou não expressada por estes vírus (68,69). 
Os transcritos tardios de muitos poliomavírus de mamíferos codificam ainda 
uma proteína não-estrutural, a agnoproteína. Esta parece atuar em várias fases do ciclo 
replicativo viral, e.g. montagem e saída das partículas virais, estando também envolvida 
no controlo da expressão proteica (49,70). 
Os poliomavírus de aves, por sua vez, codificam uma proteína localizada na 
região correspondente à da agnoproteína dos poliomavírus de mamíferos. A sua 
denominação é VP4, contudo não apresenta semelhança aparente de sequência com a de 
VP4 do SV40, nem com a da agnoproteína dos poliomavírus de mamíferos. Esta 
proteína é um componente do virião e presume-se que esteja envolvida na encapsidação 
do genoma viral e na indução da apoptose da célula hospedeira (49). 
Finalmente, vários poliomavírus codificam ainda nos transcritos tardios um 
microRNA (miRNA) que contém sequência complementar a uma pequena região dos 
mRNAs transcritos da região precoce do genoma (Figura 2). Os miRNA marcam os 
mRNAs precoces para degradação (“silenciamento de RNA”), resultando numa 
diminuição dos níveis da expressão dos antigénios T, o que poderá ser uma estratégia 
destes vírus para evasão à resposta imunitária e/ou persistência no hospedeiro (71–73).  
 
1.4.3. REGIÃO REGULADORA 
Entre as regiões precoce e tardia dos genomas de poliomavírus existe uma região 
reguladora, frequentemente referida como região de controlo não-codificante (NCCR, 
do inglês non-coding control region). A NCCR contém a origem de replicação do 





(2,18,74). A transcrição a partir desta região é bidirecional, ou seja, os transcritos 
primários de um lado da origem de replicação geram mRNAs que codificam proteínas 
precoces e os do lado oposto resultam em mRNAs que codificam proteínas tardias. Em 
conclusão, cadeias opostas do genoma servem de matriz para a transcrição de mRNAs 
precoces e tardios (2,49,74). 
 
1.5. CICLO REPLICATIVO 
 
1.5.1. ENTRADA NA CÉLULA E DESCAPSIDAÇÃO 
Na maioria dos casos conhecidos, o ciclo replicativo dos poliomavírus inicia-se 
com a ligação da proteína VP1 a gangliosídeos, isto é, glicolípidos que contêm um ou 
mais resíduos de ácido siálico (derivados do ácido neuramínico, e.g. ácido N-
acetilneuramínico) na sua estrutura. Estes recetores, localizados na membrana 
plasmática da célula hospedeira, são distintos para cada poliomavírus, direcionando-o 
para a via endocítica correta, mediada por caveolina, clatrina ou lípidos (“lipid rafts”) 
(50,75–77). No caso do JCPyV, os resíduos de ácido siálico utilizados como recetores 
primários do vírus estão associados ao recetor 2A da 5-hidroxitriptamina (serotonina) e 
não a gangliosídeos (78). Aparentemente, a utilização de recetores celulares pelos 
poliomavírus não se circunscreve aos gangliosídeos, havendo dados contraditórios, 
relativamente a alguns vírus (e.g. MCPyV) (79,80). Por outro lado, alguns poliomavírus 
parecem utilizar mais do que um tipo de recetor celular (81). 
Após ocorrer a internalização do vírus por endocitose mediada por recetor 
(Figura 3), este é direcionado, via compartimento endossomal, para o retículo 
endoplasmático, onde a cápside sofre alterações conformacionais por ação de enzimas 
do hospedeiro (isomerases de dissulfeto). Estas alterações levam à exposição das 
superfícies hidrofóbicas da proteína VP1, facilitando o transporte através deste organelo  
e uma eventual exportação da cápside alterada conformacionalmente para o citoplasma, 
local onde deverá ocorrer a descapsidação (82). 
Pouco é sabido relativamente ao mecanismo como o genoma dos poliomavírus é 
transportado até ao núcleo. Presume-se que a desmontagem da cápside no citoplasma 
(ou mesmo no retículo endoplasmático) deverá ser necessária, uma vez que a partícula 






Figura 3 - Ciclo replicativo dos poliomavírus [adaptado de (60)]. 
 
1.5.2. TRANSCRIÇÃO, TRADUÇÃO E REPLICAÇÃO 
Após a entrada no núcleo, o genoma serve de matriz para a transcrição pela 
RNA polimerase II celular, a qual ocorre em duas fases temporalmente distintas. Numa 
primeira fase, os mRNAs da região precoce são transcritos a partir da cadeia de DNA 
num sentido anti-horário, dando origem, após passagem por um mecanismo de splicing 
alternativo, às proteínas virais precoces (9,56). 
A etapa seguinte reside na replicação do DNA viral e, para tal, o vírus necessita 
que a maquinaria da célula hospedeira para a síntese de DNA se encontre plenamente 
ativa, isto é, em fase S do ciclo celular. Uma vez que o alvo preferencial dos vírus da 
família Polyomaviridae são células quiescentes ou bloqueadas no crescimento (e.g. 
oligodendrócitos, células epiteliais tubulares renais, células de transição, células de 
Merkel, queratinócitos), o LT-ag desempenha um importante papel na indução da saída 





Figura 4 - Funcionamento do duplo hexâmero de LT-
ag na replicação do DNA viral [retirado de (57)]. 
De seguida, o LT-ag incita a paragem da transcrição precoce. Vários monómeros 
desta proteína associam-se e formam um duplo hexâmero, que, ligando-se à origem da 
replicação do genoma viral, vai 
funcionar como helicase e promover 
o desenrolamento da dupla cadeia do 
DNA, permitindo assim o início da 
replicação dependente da atividade de 
enzimas celulares (Figura 4). Para 
além desta função, o LT-ag participa igualmente na fase de elongamento das cadeias 
nascentes de DNA genómico viral, durante a sua replicação bidirecional (56,88). 
A transcrição dos genes tardios ocorre concomitantemente com o início da 
replicação do DNA genómico, embora esta última não seja requerida para que a 
ativação desta transcrição ocorra. Os mRNAs tardios são transcritos a partir da cadeia 
de DNA genómico complementar à anteriormente referida, num sentido horário, 
codificando as proteínas estruturais tardias (9,56). 
 
1.5.3. MONTAGEM E SAÍDA DA CÉLULA 
As proteínas estruturais da cápside (VP1, VP2 e VP3), após tradução, são 
translocadas para o núcleo. Todas elas contêm sequências de localização nuclear (NLS, 
do inglês nuclear localization signal) clássicas que, muito provavelmente, são 
reconhecidas pela via da importina (via geral de transporte nuclear) para o transporte 
através do invólucro nuclear. No núcleo, dá-se a montagem das proteínas estruturais sob 
a forma de capsómeros, num mecanismo por afinidade, à volta do DNA viral, em 
regiões específicas normalmente designadas “fábricas de viriões” (9,50,89). O modo 
pelo qual os poliomavírus deixam a célula hospedeira é ainda mal compreendido. 
Enquanto alguns estudos indicam que estes vírus causam a lise da célula hospedeira 
(e.g. produção de viroporina pelo SV40), outros apontam para que possam ser libertados 
de células intactas. Normalmente, são detetadas entre 20 a 100 cópias de genoma viral 








1.6. EPIDEMIOLOGIA E PATOLOGIA 
 
1.6.1. TRANSMISSÃO 
A infeção por poliomavírus nos seus hospedeiros naturais parece ser muito 
frequente, tendo uma distribuição geográfica generalizada. Na sua maioria, os 
poliomavírus provocam infeções persistentes, assintomáticas, ao longo da vida, numa 
variedade de tecidos, embora ainda não seja claro qual o alvo celular preferencial. Dado 
isto, é difícil diferenciar os locais de entrada inicial no organismo dos que atuam como 
reservatórios (9). Os tratos urinário (nomeadamente o rim), respiratório e 
gastrointestinal parecem ser os principais sistemas que mantêm a replicação dos 
poliomavírus, constituindo então presumíveis fontes para a propagação destes vírus. 
Esta poderá ocorrer através da urina, das fezes ou mesmo das secreções respiratórias. 
Há, no entanto, descrições que apontam para a replicação viral noutros órgãos ou 
sistemas, como é o caso dos sistemas hematopoiético e nervoso central (e.g. o JCPyV, 
inicialmente detetado em células da glia, foi também associado a tecido renal, pulmão, 
fígado, medula óssea, baço e cólon) (9,20,94–96). No MPyV e BKPyV, existem ainda 
evidências de transmissão vertical transplacentar (97,98). 
À exceção dos APyV, que dispõem de uma ampla gama de hospedeiros aviários, 
e, eventualmente, do SV40, um vírus de origem símia que pode, eventualmente, replicar 
e ser transmitido entre humanos, não existem atualmente exemplos de poliomavírus 
descobertos em mais do que um mamífero, uma vez que estes demonstram uma 
especificidade absoluta para o hospedeiro que infetam. Para além disso, não existe 
evidência de transmissão produtiva destes vírus entre humanos e qualquer um dos 
animais portadores de poliomavírus com que normalmente convivemos ou dos quais 
nos alimentamos (e.g. periquito, ganso, rato, hamster, cavalo, vaca, serrano-estriado) 
(48,99). Como já referido, a exposição do ser humano ao SV40 terá ocorrido através das 
vacinas contra a poliomielite. No entanto, não é seguro que este vírus possa estabelecer 








1.6.2. DOENÇAS ASSOCIADAS, PERSISTÊNCIA NO ORGANISMO E RESPOSTA 
IMUNOLÓGICA 
A maioria das infeções primárias dos poliomavírus de mamíferos são geralmente 
moderadas ou sem complicações nos seus hospedeiros naturais imunocompetentes. 
Como se viu, estas infeções resultam frequentemente em persistência subclínica ao 
longo da vida. Contudo, sob imunossupressão, a reativação do vírus pode ocorrer, 
podendo produzir padrões graves de doença (58). Por contraste, nas aves jovens, os 
poliomavírus são agentes causadores de doença grave com elevadas taxas de 
mortalidade, mas nenhum membro deste grupo exibe propriedades tumorogénicas 
(5,99). Em muitas espécies hospedeiras, as consequências da infeção permanecem ainda 
por determinar, sendo estes vírus aparentemente ubíquos, e.g. nos primatas não-
humanos (2). 
No Homem, a infeção primária ocorre geralmente durante a infância ou 
adolescência. Os principais locais de persistência dos poliomavírus nos humanos são os 
rins, sistema nervoso central e sistema hematopoiético (102). Não existe evidência de 
que a infeção primária causada por poliomavírus nos humanos resulte diretamente em 
doença. No entanto, os níveis reduzidos de vírus, mantidos por um sistema 
imunocompetente, podem alcançar valores mais elevados quando o sistema imunitário é 
afetado, como é o caso na infeção pelo vírus da imunodeficiência humana/progressão 
para a síndrome da imunodeficiência adquirida, transplantação de órgãos ou uso de 
fármacos imunossupressores (9). Na infeção com o BKPyV, por exemplo, é comum 
ocorrer virúria entre mulheres grávidas, o que refletirá o compromisso imunológico 
moderado da gravidez (103,104). Nos indivíduos imunocomprometidos, a infeção pode 
dar origem a formas bastante graves de doença, incluindo doença renal (BKPyV), 
leucoencefalopatia multifocal progressiva (JCPyV) e carcinoma de células de Merkel 
(MCPyV). Para outros poliomavírus humanos, ainda não foram estabelecidas até à data 
associações inequívocas com doença (2,19,20,23,105). Seja como for, vários estudos 
parecem comprovar a coevolução dos poliomavírus humanos com o seu hospedeiro, 
pelo que estes podem ser usados como marcadores epidemiológicos de evolução e 
dispersão humanas (58). 
A manutenção de uma infeção subclínica persistente é uma estratégia biológica 





poliomavírus. Apesar disso, não existe informação acerca dos mecanismos de 
persistência no organismo e o que desencadeia a replicação ativa dos poliomavírus, 
continuando por desvendar se estes, após a primoinfeção, entram num estado latente (no 
qual existe pouca ou nenhuma expressão de genes virais ou replicação do genoma) ou 
se mantêm um baixo nível de expressão dos genes e replicação virais nos locais que 
atuam como reservatórios. Não obstante, é evidente que a excreção periódica de vírus 
na urina ocorre devido à replicação intermitente (9,106). 
É sabido que esta família de vírus induz, na generalidade, uma forte resposta de 
anticorpos por parte do hospedeiro, com algum grau de reação cruzada entre vírus 
evolutivamente próximos. Embora, na sua maioria, os poliomavírus humanos descritos 
não tenham ainda sido associados a qualquer patologia, são sobejamente conhecidas as 
taxas de seroprevalência muito elevadas na população humana (107). Alguns 
mecanismos de resposta imunitária mediada celularmente foram igualmente descritos, 
nomeadamente, através da atividade dos linfócitos T citotóxicos CD8+. Aparentemente, 
nalguns casos (e.g. JCPyV, MCPyV), a intensidade deste tipo de resposta pode ter um 
valor prognóstico para a evolução da doença (108,109). No entanto, ao que parece, 
neste caso os mecanismos imunológicos têm apenas como função manter a infeção 
persistente sob controlo, sem capacidade de a eliminar totalmente (56). Uma das 
estratégias utilizadas por estes vírus para fugir à resposta imunitária do hospedeiro, 
poderá ser o uso de miRNAs na redução dos níveis de expressão dos antigénios virais 
de expressão precoce, a partir de uma certa fase do ciclo replicativo viral, permitindo a 
persistência no organismo (71–73). 
 
1.6.3. TRANSFORMAÇÃO NEOPLÁSICA 
Os poliomavírus são apontados como potenciais agentes etiológicos de cancros 
humanos desde a descoberta do MPyV, em 1953 (12). Em regra, as infeções causadas 
por estes vírus não são oncogénicas nos seus hospedeiros naturais, porém a maioria dos 
poliomavírus de mamíferos exibe propriedades transformantes em culturas celulares e 
alguns causam o aparecimento de tumores malignos, de natureza diversa, quando 
inoculados em hospedeiros heterólogos recém-nascidos (13,16). Quanto aos 





tumorogénicas (99). A atividade transformante dos poliomavírus dos mamíferos está 
limitada aos antigénios T (9). 
A característica transformante destes vírus é contrabalançada pela capacidade de 
provocarem, em determinadas circunstâncias, a lise das células durante a infeção. Os 
poliomavírus podem causar a transformação das células e originar tumores quando há 
expressão contínua dos antigénios T, mas os níveis de replicação do vírus não são 
suficientemente elevados para causar a lise da célula (9). Neste caso, a célula é restritiva 
para a replicação (isto é, não-permissiva), mas, ao permitir a expressão dos antigénios 
T, poderá sofrer transformação, devido à sua interação com proteínas celulares 
associadas ao controlo do ciclo celular (p53, pRb). Contrariamente, se a célula for 
permissiva para a replicação do vírus, então poderá passar por lise em vez de 
transformação. Habitualmente, uma célula não-permissiva passa por transformação 
quando o genoma de DNA do poliomavírus fica integrado no DNA cromossómico do 
hospedeiro, após um evento raro de recombinação não-específica, de um modo que 
permite a expressão dos antigénios T, conferindo à célula uma capacidade de divisão 
aumentada (9,49). 
 
1.7. HOSPEDEIROS ANIMAIS ESTUDADOS 
 
1.7.1. PRIMATAS NÃO-HUMANOS 
 
1.7.1.1. TAXONOMIA 
A taxonomia da ordem Primates, baseada em dados morfológicos, características 
comportamentais, habitat e análise molecular, tem sofrido muitas alterações ao longo do 
tempo e, devido ao seu caráter ainda incompleto, existem várias classificações 
taxonómicas propostas para esta ordem (110). As propostas de organização taxonómica 
mais recentes sugerem apenas agrupamentos monofiléticos, isto é, os grupos propostos 
incluem todos os descendentes do antepassado comum desse mesmo grupo. 
A classificação aqui utilizada está de acordo com o trabalho de Pecon-Slattery 
(111), onde os primatas estão divididos em duas subordens: Strepsirrhini (que inclui as 
infraordens Lemuriformes, Chiromyiformes e Lorisiformes) e Haplorrhini (divididos 





Chiromyiformes, Lorisiformes e Tarsiiformes são vulgarmente denominados 
prossímios, uma designação clássica, mas de reduzido valor filogenético, uma vez que 
corresponde a um agrupamento parafilético (Figura 5). Quanto aos Simiiformes, são 
ainda distribuídos pelas parvordens Platyrrhini e Catarrhini. Todas as espécies de 
Platyrrhini têm o seu habitat natural na América Central e do Sul sendo, por isso, 
vulgarmente denominados macacos do Novo Mundo. Os Catarrhini não apresentam 
originalmente espécies no Novo Mundo [exceto resultantes de introduções efetuadas 
pelo Homem, como os exemplos do macaco-verde-africano, introduzido em várias ilhas 
das Caraíbas, no século XVII, e de duas colónias de macaco-reso, em liberdade 
circunscrita, nos Estados Unidos da América (EUA)], mas apenas na África e Ásia. Esta 
última parvordem divide-se nas superfamílias Cercopithecoidea (macacos do Velho 
Mundo) e Hominoidea (símios), sendo estes últimos ainda diferenciados nas famílias 
Hylobatidae (pequenos símios) e Hominidae (grandes símios, na qual está incluído o 
Homem) (110,111). Apesar dos humanos serem considerados símios, do ponto de vista 
zoológico, o uso deste termo está habitualmente restrito a chimpanzés, gorilas, 
orangotangos e gibões (110). 
 
 
Figura 5 - Classificação taxonómica dos primatas, segundo Pecon-Slattery (111). A verde estão 



























1.7.1.2. CARACTERÍSTICAS GERAIS 
 
PROSSÍMIOS 
Os prossímios (infraordens Lemuriformes, Chiromyiformes, Lorisiformes e 
Tarsiiformes) apresentam um tamanho relativamente pequeno, sendo que o membro 
mais leve deste grupo pesa cerca de 30 g (112). 
Os Lemuriformes detêm várias características distintas relativamente aos 
restantes primatas, nomeadamente os olhos localizarem-se mais lateralmente na face, 
possuírem um pente dental (dentes especializados utilizados na higiene e alimentação) e 
apresentarem capacidades olfativas superiores à da maioria dos primatas, refletidas na 
ostentação de um rinário (extremidade húmida no nariz) e um focinho relativamente 
longo. Estes primatas são encontrados na ilha de Madagáscar e ilhas adjacentes da costa 
Este Africana, alimentando-se de folhas, fruta, rebentos, cascas de árvores, insetos, 
entre outros (113). 
Os Chiromyiformes, também habitantes de Madagáscar, possuem a família mais 
divergente de todos os primatas, a família Daubentoniidae. Só existe uma espécie viva, 
o aye-aye (Daubentonia madagascariensis), que apresenta características peculiares, 
entre as quais, orelhas grandes e dentes incisivos em constante crescimento (um atributo 
encontrado nos roedores). Este primata alimenta-se essencialmente de fruta, néctar, 
larvas de insetos e sementes (112,114). 
Nos continentes Africano e Asiático, encontram-se os Lorisiformes, primatas 
noturnos, com características físicas semelhantes às dos Lemuriformes. O único primata 
venenoso conhecido, o lóris-lento (Nycticebus coucang), pertence a esta infraordem. 
Relativamente à alimentação, alguns membros são insetívoros, enquanto outros também 
se alimentam de fruta, folhas e outros produtos de plantas (111–113,115). 
Os Tarsiiformes são primatas insetívoros noturnos presentes no Sudeste 
Asiático. Apesar de tradicionalmente estarem incluídos nos prossímios, apresentam 
características que os agrupam taxonomicamente com os macacos e símios, sendo a 
mais pertinente a falta de rinário. Possuem olhos grandes (que dominam a maioria do 
rosto) e imóveis nas órbitas e, para compensar a incapacidade de movimentar os olhos, 







Os macacos representam a maioria dos primatas, estando divididos em dois 
grandes grupos separados por área geográfica, os macacos do Novo Mundo e os do 
Velho Mundo (113). 
A parvordem Platyrrhini (literalmente, “nariz achatado”) engloba os macacos do 
Novo Mundo, habitantes das regiões tropicais da América Central e do Sul. Estes 
primatas possuem várias características morfológicas distintas, sendo as mais notáveis o 
nariz achatado com narinas redondas bastante espaçadas a apontar para os lados e a 
cauda longa, preênsil nalgumas espécies, isto é, que funciona como um “braço” 
adicional. Em geral, os macacos do Novo Mundo são menores que os do Velho Mundo 
(o peso varia de 25 g até 9 kg), alimentam-se principalmente de fruta, folhas e insetos, e 
são quase exclusivamente espécies arbóreas (110,112,113). 
Os primatas não-humanos com distribuição geográfica mais ampla são os 
macacos do Velho Mundo (superfamília Cercopithecoidea), encontrados na África 
Subsariana e Sul da Ásia. Pertencem à parvordem Catarrhini (significa “nariz 
descendente”), sendo que o formato do nariz é uma das características que os distingue 
dos demais. Outra particularidade destes macacos é a utilização das bochechas para 
armazenar comida, possuindo uma alimentação omnívora que inclui fruta, sementes, 
folhas, tubérculos, ovos de pássaros, insetos, anfíbios, pequenos répteis e pequenos 
mamíferos. Estes primatas apresentam um peso bastante variável que vai desde os 750 g 
até aos 35 kg (110,112,113). 
 
SÍMIOS 
A superfamília Hominoidea representa os símios, que se dividem em pequenos 
símios (família Hylobatidae) e grandes símios (família Hominidae, na qual estão 
incluídos os humanos). Estes primatas habitam os continentes Africano e Asiático, 
sendo o Homem a única exceção. Algumas das características que diferenciam os 
símios dos macacos são a ausência de cauda e um corpo geralmente maior (exceto nos 
pequenos símios). O peso destes primatas varia de 5 kg (gibões) a 209 kg (gorilas) e a 
alimentação é bastante variada, uma vez que alguns alimentam-se principalmente de 
fruta, folhas e insetos, enquanto outros chegam a comer até outros primatas e mamíferos 








Os morcegos representam a segunda maior ordem de mamíferos, Chiroptera, a 
qual se divide nas subordens Yinpterochiroptera e Yangochiroptera, de acordo com 
características morfológicas, comportamentais e moleculares (Figura 6) (116,117). A 
subordem Yinpterochiroptera é constituída pelas superfamílias Pteropodoidea e 
Rhinolophoidea, enquanto a subordem Yangochiroptera engloba as superfamílias 
Emballonuroidea, Vespertilionoidea e Noctilionoidea (116). Esta proposta de 
classificação, mais recente, apresenta-se como alternativa ao esquema classificativo 
clássico para os morcegos, que os divide nas subordens Megachiroptera e 
Microchiroptera, baseado, entre outros, nas suas dimensões relativas e na utilização da 
ecolocalização laríngea. A evidência molecular atualmente disponível mostrou que esta 
divisão é artificial, encontrando-se parcialmente incorreta (116,118). 
 
 
Figura 6 - Classificação taxonómica dos morcegos, segundo Teeling et al. (116). 
 
1.7.2.2. CARACTERÍSTICAS GERAIS 
Os morcegos são os únicos mamíferos com capacidade para voar, habitando 
todos os continentes, exceto a Antártida, distribuindo-se por quase todos os tipos de 
habitats disponíveis. A área geográfica que exibe maior variedade de espécies é a 
América do Sul (119,120). 
A aptidão para evitarem obstáculos e caçarem enquanto voam na escuridão é 

















animal obter informações acerca do meio que o rodeia através da análise dos ecos do 
som que o próprio emite (121). Apesar desta característica ser geralmente associada aos 
morcegos, uma superfamília (Pteropodoidea) não desenvolveu a ecolocalização laríngea 
ao longo da evolução. Estes morcegos de grande envergadura orientam-se através de 
uma visão apurada que, em conjunto com o olfato, lhes permite obter alimento. Embora, 
em termos genéricos, tenham esta particularidade, um dos géneros aqui incluído, o 
Rousettus sp., conseguiu adaptar um sistema de ecolocalização com base em estalidos 
da língua (119,120,122). 
Quanto à alimentação, a maioria dos morcegos são insetívoros, no entanto 
também poderão subsistir com fruta, flores, pólen, folhas, pequenos mamíferos, répteis, 
anfíbios ou peixes. Os morcegos-vampiro possuem uma alimentação singular, sendo os 
únicos mamíferos a subsistirem inteiramente de uma dieta de sangue (119,123). Sabe-se 
que pelo menos uma espécie de morcegos-vampiro, Desmodus rotundus, consegue 
detetar infravermelhos através do seu nariz, facilitando-lhe a localização das suas presas 
(normalmente gado) (124). 
 
1.8. OBJETIVOS DO ESTUDO 
Com o intuito de contribuir para o conhecimento da diversidade dos vírus da 
família Polyomaviridae que infetam primatas e morcegos, assim como das suas relações 
filogenéticas com os outros poliomavírus conhecidos, este estudo teve como objetivos 
principais identificar, caracterizar filogeneticamente e, eventualmente, isolar in vitro, os 
poliomavírus presentes em amostras fecais das espécies animais em estudo. 
Adicionalmente, pretendeu-se ainda estimar a potencialidade dos novos poliomavírus 
identificados, em particular, os de origem em primatas não-humanos, para a transmissão 
de caráter zoonótico para a espécie humana. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. AMOSTRAS EM ESTUDO 
No contexto de um trabalho anteriormente realizado no Grupo de Virologia da 
Unidade de Microbiologia Médica do IHMT, com o objetivo de se estudar a infeção por 
adenovírus na coleção de primatas mantidos em cativeiro no Jardim Zoológico de 
Lisboa (ZLX) (125), foram colhidas, entre outubro de 2014 e janeiro de 2015, 128 
amostras fecais destes animais. Posteriormente, em junho de 2016, e já no contexto do 
presente estudo, foram colhidas mais 16 amostras, perfazendo um total de 144 amostras 
fecais, com origem em 36 espécies de primatas (Anexo 1 – Primatas em estudo), de sete 
famílias distintas (Lemuridae, Atelidae, Callitrichidae, Cebidae, Cercopithecidae, 
Hylobatidae e Hominidae) (111), cobrindo todos os grandes grupos de primatas. As 
amostras colhidas tiveram a seguinte distribuição: prossímios (11,8%; 17/144), macacos 
do Novo Mundo (31,3%; 45/144), macacos do Velho Mundo (41,0%; 59/144), 
pequenos símios (4,2%; 6/144) e grandes símios (11,8%; 17/144). Em termos de 
amostragem, as amostras fecais foram colhidas do chão das instalações, de animais 
individualizados ou em coabitação, sendo apenas possível fazer, neste último caso, a 
identificação da espécie de origem (e não do indivíduo). Colheu-se um número de 
amostras igual ao número de indivíduos presentes nas instalações, sempre que estas 
acolhiam menos de cinco animais, sendo que para grupos de 5-10 indivíduos, colheram-
se cinco amostras, e para grupos maiores, colheram-se dez amostras. Estas foram 
colhidas para contentores de polipropileno, próprios para a colheita e acondicionamento 
de fezes (Sarstedt, Alemanha), devidamente identificados com a espécie de origem e 
data de colheita, sendo refrigeradas a 4 °C até envio para o laboratório no IHMT. 
No decurso do trabalho (ver adiante), procedeu-se também à pesquisa de 
poliomavírus em amostras fecais de três roedores de espécie não identificada (mas 
morfologicamente identificados como Mus sp., comunicação pessoal) e de um 
musaranho-de-dentes-brancos (Crocidura russula), igualmente com origem no ZLX. 
Finalmente, e no âmbito de outros trabalhos em curso, surgiu ainda a oportunidade de 
testar 15 amostras fecais de morcegos para a presença de DNA de poliomavírus. Uma 
destas amostras foi colhida no concelho de Almada, em ambiente urbano (espécie de 
morcego não identificada), e as restantes 14, no concelho de Montemor-o-Novo, em 
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ambiente rural, em vários locais de pernoita de colónias de morcego-de-ferradura-
pequeno (Rhinolophus hipposideros), no âmbito de um projeto de doutoramento em 
curso sobre esta mesma espécie (Denis Medinas, CIBIO – Universidade de Évora). 
Não foram colocadas quaisquer questões éticas para a implementação deste 
estudo, considerando o produto biológico em causa (fezes) e o método não invasivo da 
sua colheita. 
 
2.2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E INOCULAÇÃO DE CULTURAS CELULARES 
As amostras fecais foram processadas sob normas de biossegurança padrão, em 
câmara de segurança biológica de classe II (BSB 4A, Gelaire Flow Laboratories, 
Austrália). Uma pequena porção de fezes foi emulsionada em 5 mL de tampão fosfato-
salino (PBS), para uma concentração aproximada de 10% (p/v), com agitação vigorosa 
em vórtex e auxílio de pequenas esferas de vidro. Seguiu-se clarificação por 
centrifugação (2465 x g, durante 15 min, a 4 °C). O sobrenadante resultante foi passado 
por filtros de 0,2 µm, com pré-filtro, Acrodisc® PF Syringe Filter 0.8/0.2 µm with 
Supor® Membrane (Pall Life Sciences, EUA). A suspensão fecal filtrada foi dividida em 
alíquotas e guardada a -20 °C, para posterior extração de DNA, ou inoculada, de 
imediato, em linhas celulares contínuas mantidas em cultura, para tentativa de 
isolamento viral. 
Do filtrado, 500 µL foram inoculados em células Vero E6 (ATCC® CRL-
1586TM, ATCC, EUA) (linha celular do epitélio renal de macaco-verde-africano, 
Chlorocebus aethiops) ou, caso a amostra fosse proveniente de grandes símios, em 
células A549 (Vircell, Espanha) (linha celular de adenocarcinoma de pulmão humano), 
com ambas as linhas celulares em fase final do crescimento exponencial (70-90% de 
confluência celular). As culturas celulares foram mantidas de acordo com práticas 
laboratoriais padrão, em meio essencial mínimo de Eagle (EMEM, do inglês Eagle’s 
Minimum Essential Medium) com glutamina estável (Biochrom AG, Alemanha), 
suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (10 µg/mL) e 10% (v/v) de 
soro bovino fetal (Lonza, Bélgica). A incubação das monocamadas celulares foi 
realizada a 37 °C numa atmosfera de 5% de CO2 (estufa Heracell 150, Heraeus, 
Alemanha), durante aproximadamente uma semana. Uma segunda inoculação 
(passagem cega) foi então realizada, nas mesmas condições experimentais, e os extratos 
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celulares totais desta última (após três ciclos de congelação em azoto líquido e 
descongelação em banho-maria a 37 °C, no meio de cultura) foram guardados a -70 °C, 
até utilização. A presença de efeito citopático foi monitorizada por observação regular 
das culturas ao microscópio ótico invertido (Olympus CKX41, Olympus Co., Japão), 
por comparação com controlos negativos (culturas não inoculadas). 
 
2.3. EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE DNA 
A extração e purificação de DNA total, a partir de 200 µL de suspensão fecal 
filtrada (ou de extratos totais de células inoculadas, nas tentativas de isolamento viral), 
foi realizada com recurso ao kit comercial High Pure PCR Template Preparation Kit 
(Roche, Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante (protocolo de isolamento 
de ácidos nucleicos a partir de sangue total, buffy-coat ou cultura de células). Após 
vários passos de extração, concentração e lavagem/purificação, com recurso a 
microcolunas cromatográficas, o DNA foi eluído num volume de 200 µL, sendo 
armazenado a -20 °C para posterior amplificação por PCR. 
 
2.4. AMPLIFICAÇÃO DO DNA POR PCR 
Para proceder à pesquisa de DNA genómico de poliomavírus recorreu-se a uma 
variante da reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês Polymerase Chain 
Reaction), a nested PCR. Esta técnica difere da PCR convencional por ter uma 
sensibilidade e especificidade aumentadas, uma vez que são usados dois pares de 
oligonucleótidos (primers) para amplificar um único alvo em duas reações de PCR 
consecutivas, sendo que o produto da primeira reação serve de matriz para a segunda 
(126). Neste trabalho, foram utilizados primers degenerados cujos alvos são regiões 
relativamente conservadas da região codificante da proteína VP1 dos poliomavírus (5). 
À medida que o leque de diversidade destes vírus se foi alargando, foi proposta a 
introdução de resíduos de inosina em algumas posições (6) dos primers anteriormente 
descritos. Em certas circunstâncias, esta prática pode revelar-se útil, na medida em que 
este nucleósido pode emparelhar com qualquer uma das bases azotadas constituintes dos 
ácidos nucleicos (embora, preferencialmente, o faça com adenina, citosina ou uracilo). 
Esta propriedade permite o desenho de primers que hibridam em regiões alvo que 
abarcam polimorfismos de nucleótido único, sem perda de eficiência de hibridação, 
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facilitando assim a síntese de “primers genéricos” que permitem a amplificação de um 
conjunto de sequências relacionadas (127). Os primers usados na segunda PCR (VP1-
2S e VP1-2AS) amplificam uma sequência interna relativamente aos da primeira reação 
(VP1-1S e VP1-1AS) dando, assim, origem a um fragmento menor, com um tamanho 
médio de 260 pb (Tabela 1). Os primers foram sintetizados pela empresa STAB VIDA 
(Portugal), sendo utilizados na concentração de trabalho de 10 pmol/µL, após hidratação 
com água desionizada ultrapura, livre de nucleases, Milli-Q® (Reagent Grade Ultrapure 
Systems, Merck Millipore, EUA) (de seguida designada por “água Milli-Q”). 
 
Tabela 1 - Primers utilizados na amplificação por nested PCR da região codificante de VP1.1 









250 – 270 
VP1-2AS CCCTCATAAACCCGAACYTCYTC(H/I)ACYTG 
Legenda: pb – par de bases; A – adenina; C – citosina; G – guanina; T – timina; R – A+G;  
N – A+C+G+T; I – inosina; Y – C+T; H – A+C+T. 
 
Para a primeira PCR foram usados 12,5 µL de NZYTaq 2× Green Master Mix 
(NZYTech, Portugal) (concentração final: 50 mM de Tris-HCl, pH 9,0; 50 mM de 
NaCl; 2,5 mM de MgCl2; 200 µM de cada desoxinucleótido trifosfato (dNTP); 0,1 
U/µL de Taq DNA polimerase modificada), 0,4 µM de cada primer e 8 µL de solução 
de DNA, perfazendo-se o volume com água Milli-Q até 25 µL. A amplificação foi 
realizada num termociclador PCR Express (Thermo Hybaid, Reino Unido) com as 
condições apresentadas na Tabela 2. A segunda PCR decorreu nas mesmas condições de 
reação, mas com a adição de 5 µL do produto de PCR da reação anterior como DNA 
matriz. A amplificação foi realizada de acordo com as condições de reação da Tabela 2. 
Para ambas as reações foram realizados controlos negativos, nos quais água Milli-Q foi 
adicionada em vez de DNA matriz. As misturas de reação foram preparadas em câmara 
de segurança biológica (Laminar Flow Cabinet-Class 100, Flow Laboratories, EUA), 
sendo utilizadas pontas descartáveis com filtro (MultiGuard™, Sorenson BioScience, 
                                                 
1 Adaptado de (6) 
[MATERIAL E MÉTODOS] 
24 
 
EUA), em compartimento laboratorial distinto do da adição final de DNA matriz a cada 
microtubo. 
 
Tabela 2 - Condições de amplificação por PCR da região codificante de VP1. 
PCR Desnaturação inicial Amplificação Extensão final 
1 95 °C, 03:00 
95 °C, 01:00 
46 °C, 01:00 
72 °C, 01:10 
40 Ciclos 72 °C, 10:00 
2 95 °C, 03:00 
95 °C, 01:00 
50 °C, 01:00 
72 °C, 00:30 
40 Ciclos 72 °C, 07:00 
 
2.5. OBSERVAÇÃO DOS PRODUTOS DE PCR APÓS ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 
A análise dos produtos amplificados (5 µL) foi realizada após separação por 
eletroforese em gel de agarose (SeaKem® LE, Lonza, EUA) a 1,2% (p/v), em tampão 
tris-acetato-EDTA (TAE) a 0,5x (Anexo 2 – Meios e soluções), com brometo de etídio 
a 0,5 µg/mL, sendo aplicada uma diferença de potencial de 90 V. Os padrões de 
migração das amostras foram comparados com um marcador de peso molecular 
(GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, EUA), tendo os 
resultados sido observados através da exposição do gel a radiação ultravioleta no 
transiluminador Molecular Imager® Gel DocTM XR System (Bio-Rad, EUA). 
 
2.6. EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE DNA A PARTIR DO GEL DE AGAROSE 
Após a análise dos resultados obtidos na nested PCR, foram selecionadas as 
amostras aparentemente positivas para presença de DNA de poliomavírus (presença de 
bandas no gel de agarose com tamanho aproximado de 260 pb), tendo como objetivo 
purificar os fragmentos de interesse, a partir de misturas, mais ou menos, complexas de 
bandas resultantes de amplificação inespecífica. Para tal, procedeu-se à eletroforese das 
amostras selecionadas em gel de agarose (SeaKem® LE, Lonza, EUA) a 1,5% (p/v), em 
tampão TAE a 0,5x, com brometo de etídio a 0,5 µg/mL. Com recurso a bisturis 
estéreis, as bandas de interesse foram excisadas do gel, sob irradiação de luz ultravioleta 
( = 254 nm), e o DNA foi recuperado e purificado com recurso ao kit comercial 
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research Corporation, EUA), seguindo as 
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instruções do fabricante. No final do processo, o sucesso da purificação foi confirmado 
por aplicação de 1 µl do produto purificado, misturado com tampão de aplicação 
(Anexo 2 – Meios e soluções) para eletroforese em gel de agarose a 1,2% (p/v), nas 
condições gerais anteriormente descritas. 
 
2.7. CLONAGEM 
No fim da purificação, verificou-se que algumas das amostras apresentavam uma 
concentração de DNA muito baixa para sequenciação direta, e, assim, recorreu-se ao 
processo de clonagem molecular para que fosse possível obter uma maior quantidade do 
fragmento pretendido. Para este procedimento, necessita-se essencialmente de três 
componentes: o fragmento de DNA a clonar, que já se encontrava purificado pelo 
processo descrito anteriormente; um vetor de clonagem, tendo sido utilizado o 
plasmídeo pGEM®-T Easy (Promega, EUA); e a célula hospedeira, sendo selecionada a 
estirpe bacteriana de Escherichia coli JM109. 
O pGEM®-T Easy (Figura 7) é um vetor de 3015 pb, fornecido comercialmente 
já linearizado, com resíduos de 3’-desoxitimidina, em cada uma das extremidades 
livres. Estes, situados no local de ligação do fragmento de DNA a clonar, melhoram a 
sua eficiência, uma vez que previnem a recircularização do vetor e fornecem saliências 
compatíveis para a ligação dos produtos de PCR formados por algumas polimerases 
termoestáveis (por exemplo, a Taq DNA polimerase usada no protocolo de amplificação 
deste estudo), sempre que estas adicionam resíduos extra de desoxiadenosina, uma em 
cada extremidade 3’, aos fragmentos amplificados. O vetor pGEM®-T Easy apresenta 
ainda os promotores transcricionais T7 e SP6 da RNA polimerase a flanquear a região 
de clonagem múltipla, uma pequena região da sequência de DNA que contém vários 
locais de reconhecimento para enzimas de restrição, três dos quais duplos (BstZI, EcoRI 
e NotI), possibilitando a hidrólise do plasmídeo nos locais pretendidos. Esta cassete foi 
introduzida no gene lacZ, que codifica o péptido-α da enzima β-galactosidase, enzima 
que catalisa a hidrólise da lactose em glicose e galactose. 
Dado que a estirpe de E. coli JM109 possui uma deleção na cópia epissomal do 
seu gene lacZ (lacZΔM15), esta pode ser complementada, após transformação, pela 
expressão de um péptido-α funcional codificado pelo vetor pGEM®-T Easy. No entanto, 
se a transformação ocorrer com um plasmídeo que possua o gene lacZ interrompido 
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pela inserção, fora de fase, do DNA exógeno na região de clonagem múltipla, este 
interrompe a sequência codificante do péptido-α, impedindo assim a sua expressão. Este 
mecanismo permite a seleção, em meio de cultura apropriado, de clones bacterianos 
recombinantes, por ausência de -complementação, sob a forma de colónias de cor 
branca, na presença de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosídeo) e 




Figura 7 - Representação esquemática do vetor pGEM®-T Easy (Promega, EUA) [adaptado de (128)]. 
 
2.7.1. LIGAÇÃO DO DNA AO VETOR PLASMÍDICO 
A ligação do DNA de interesse ao plasmídeo realizou-se através da preparação 
de uma mistura de reação constituída por 5 µL de 2x Rapid Ligation Buffer (Promega, 
EUA) (Anexo 2 – Meios e soluções), 0,75 µL de vetor pGEM®-T Easy (50 ng/µL), 1 µL 
da enzima ligase de DNA do fago T4 (3 U/µL) (Promega, EUA), um volume variável 
de solução de DNA, consoante a sua concentração (estimada em gel de agarose), 
perfazendo-se o volume final com água Milli-Q até 10 µL. A mistura de ligação foi 
incubada a 4 °C, durante a noite, com o objetivo de se obter a maior eficiência de 
ligação possível. 
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2.7.2. PREPARAÇÃO DE CÉLULAS COMPETENTES E TRANSFORMAÇÃO DE E. COLI 
JM109 
A estirpe de E. coli JM109, mantida a -70 °C em meio de criopreservação 
(Anexo 2 – Meios e soluções), foi inoculada, em condições de assepsia, em 3 mL de 
meio de lisogenia (LB, do inglês lysogeny broth; LB Broth, NZYTech, Portugal) líquido 
e incubada durante a noite num agitador orbital (Infors HT, Suíça), a 37 °C, com o 
suporte inclinado e uma agitação de 220 rpm. 
No dia seguinte, adicionaram-se 200 µL da suspensão bacteriana a 20 mL de 
meio LB líquido, pré-aquecido a 37 °C, e incubou-se num agitador orbital (Heidolph 
Unimax 1010, Bibby Scientific, Reino Unido), a 37 °C, com uma agitação de 220 rpm, 
controlando o crescimento bacteriano até este atingir, à densidade ótica de 600 nm, uma 
absorvância compreendida no intervalo de 0,3-0,5, valor correspondente à fase 
exponencial de crescimento. Atingida a absorvância desejada, procedeu-se à 
sedimentação das células a 3220 x g, durante 20 min, a 4 °C. Descartou-se o 
sobrenadante e ressuspenderam-se as células em 1 mL de meio de transformação e 
armazenamento (TSS, do inglês transformation and storage solution) (Anexo 2 – Meios 
e soluções) mantido a 4 °C. De seguida, adicionaram-se 5 µL da mistura de ligação, 
preparada anteriormente (secção anterior), a 120 µL da suspensão de células, 
realizando-se também controlos da experiência, processados nas mesmas circunstâncias, 
para os quais era adicionado, em substituição da mistura de ligação, 5 µL de água Milli-
Q para o controlo negativo (ou de esterilidade), ou 1 µL de uma solução concentrada de 
DNA plasmídico previamente purificado [pBluescript II KS (+), Agilent Technologies, 
EUA], para o controlo positivo (ou de competência). Após homogeneização suave dos 
microtubos, estes foram colocados no gelo durante 1 h e, de seguida, submetidos a um 
choque térmico, estando durante 90 s num banho a 42 °C, sendo transferidos novamente 
para o gelo durante 5 min. Findo este tempo, adicionaram-se 900 µL de meio LB 
líquido, pré-aquecido a 37 °C, e incubaram-se os microtubos, a 37 °C, a 80 rpm, no 
agitador orbital (Heidolph Unimax 1010, Bibby Scientific, Reino Unido), durante 1 h. 
Terminada a incubação, centrifugaram-se os microtubos a 3300 x g, durante 10 min, 
removeu-se 800 µL do sobrenadante, deixando aproximadamente 200 µL para 
ressuspender o sedimento celular. Depois de cuidadosamente ressuspendidas, as células 
foram distribuídas, por espalhamento, em condições de assepsia, por duas placas de 
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meio LB agar [LB líquido com agar a 1,5% (p/v)] suplementado com ampicilina (100 
µg/mL), X-gal (40 µg/mL) e IPTG (0,17 mM), sendo incubadas a 37 °C, durante a 
noite. 
 
2.7.3. SELEÇÃO DE CLONES BACTERIANOS RECOMBINANTES 
Os suplementos adicionados às placas de LB agar tinham o propósito de permitir 
a seleção dos clones bacterianos transformantes e recombinantes presuntivos. Dado que 
a estirpe de E. coli JM109 é suscetível à ampicilina (antibiótico β-lactâmico) e o vetor 
pGEM®-T Easy codifica a enzima que a degrada (β-lactamase), apenas as células 
transformadas, resistentes à ampicilina, conseguem crescer neste meio. O IPTG é um 
análogo sintético, não hidrolisável, da alolactose, que induz a transcrição do gene lacZ 
para a síntese da enzima β-galactosidase. Quando usado em conjunto com o X-gal, 
substrato cromogénico desta enzima, as colónias que apresentam uma β-galactosidase 
funcional acumulam um precipitado de cor azul, permitindo assim uma triagem 
azul/branca das colónias. Dado que, no sistema pGEM®-T Easy, a sequência codificante 
da β-galactosidase é interrompida aquando da ligação ao plasmídeo do fragmento de 
DNA a clonar, as colónias que devem ser selecionadas para triagem deverão apresentar 
cor branca, correspondentes a clones bacterianos sem enzima funcional. 
Após selecionar as colónias de interesse, procedeu-se à sua repicagem, em 
condições de assepsia, para 3 mL de meio LB líquido com ampicilina (100 µg/mL) e 
incubou-se a suspensão a 37 °C, no agitador orbital Heidolph Unimax 1010 (Infors HT, 
Suíça), com o suporte inclinado e uma agitação de 220 rpm, durante a noite. 
 
2.7.4. EXTRAÇÃO DE DNA PLASMÍDICO POR LISE ALCALINA 
Para a extração de DNA plasmídico, realizada pelo método de lise alcalina (129) 
(Figura 8), centrifugou-se 1,5 mL da suspensão bacteriana incubada no passo anterior a 
16100 x g, durante 2 min, decantou-se o sobrenadante, homogeneizou-se o sedimento 
celular com o auxílio de um vórtex e ressuspendeu-se em 250 µL de tampão tris-EDTA-
glicose (Anexo 2 – Meios e soluções). De seguida, adicionaram-se 250 µL de 
dodecilsulfato de sódio (SDS) alcalino (Anexo 2 – Meios e soluções) para promover a 
lise celular, homogeneizando suavemente os microtubos por inversões sucessivas. 
Concluída esta etapa, adicionaram-se 250 µL de acetato de potássio 3 M (pH 4,8), com 
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o objetivo de precipitar as proteínas e neutralizar o pH do lisado celular, 
homogeneizando suavemente os microtubos por inversões sucessivas. Procedeu-se 
então à centrifugação das amostras, para sedimentação dos restos celulares, a 15700 x g, 
durante 15 min e transferiu-se cuidadosamente o sobrenadante, contendo o DNA 
plasmídico, para novos microtubos, aos quais foram adicionados 700 µL de isopropanol 
com o objetivo de precipitar o DNA. Homogeneizaram-se as suspensões por inversões 
sucessivas e realizou-se uma nova centrifugação a 15700 x g, durante 20 min. O 
sobrenadante foi rejeitado e o precipitado de DNA plasmídico lavado com 250 µL de 
etanol a 70% (v/v), a 4 °C. Após homogeneizar a suspensão por inversões sucessivas, 
centrifugaram-se os microtubos a 15700 x g, durante 5 min, e removeu-se 
cuidadosamente o sobrenadante. O sedimento de ácidos nucleicos foi seco sob vácuo 
(Concentrator 5301, Eppendorf, Alemanha), com o objetivo de eliminar eventuais 
vestígios de etanol, e, após esta etapa, ressuspendido em 50 µL de tampão Tris-EDTA 
com RNase A (50 µg/mL) (Anexo 2 – Meios e soluções), seguindo-se uma incubação 
em banho-maria a 37 °C durante, pelo menos, 30 min, a fim de degradar o RNA celular 
existente. Não sendo utilizado de imediato, o DNA plasmídico purificado foi 
armazenado a -20 °C. 
 
 
Figura 8 - Representação esquemática da extração de DNA plasmídico pelo método de lise alcalina 
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2.7.5. ELETROFORESE DE DNA PLASMÍDICO E SELEÇÃO DE POTENCIAIS CLONES 
RECOMBINANTES 
Para analisar os resultados da extração de DNA plasmídico, e selecionar 
eventuais plasmídeos recombinantes, procedeu-se à eletroforese de 2 µL das amostras 
em gel de agarose (SeaKem® LE, Lonza, EUA) a 1,8% (p/v), em tampão TAE a 0,5x, 
com brometo de etídio a 0,5 µg/mL. Após migração durante cerca de 1 h, a 100 V, os 
padrões de migração foram comparados com os de plasmídeos de referência interna de 
tamanho conhecido e, os plasmídeos em estudo que apresentaram uma migração 
retardada, foram selecionados para hidrólise com a enzima de restrição EcoRI. 
 
2.7.6. HIDRÓLISE DE DNA PLASMÍDICO COM A ENZIMA DE RESTRIÇÃO ECORI 
A confirmação de que o fragmento de DNA do tamanho pretendido tinha sido 
ligado ao vetor pGEM®-T Easy nos clones selecionados foi realizada através da 
hidrólise com a enzima de restrição EcoRI (Thermo Fisher Scientific, EUA), uma vez 
que a região de clonagem múltipla deste vetor apresenta dois locais de reconhecimento 
para EcoRI, a flanquear o local de inserção do DNA exógeno (Figura 7). Para tal, foi 
realizada uma mistura de reação de 15 µL constituída por 1 µL de EcoRI (10 U/µL), 1,5 
µL de 10x tampão EcoRI (Anexo 2 – Meios e soluções) e um volume de solução de 
DNA plasmídico (3-6 µL) que variou consoante a sua concentração estimada por 
observação do gel de agarose (secção anterior), perfazendo-se o restante volume com 
água Milli-Q. Incubou-se a mistura, em banho-maria, a 37 °C, durante a noite e, no dia 
seguinte, observaram-se os produtos da digestão enzimática após eletroforese em gel de 
agarose a 1,8% (p/v) nas condições descritas na secção anterior. A migração dos 
fragmentos foi comparada com a de um marcador de peso molecular (GeneRuler™ 100 
bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, EUA). 
 
2.7.7. PURIFICAÇÃO DO DNA PLASMÍDICO PARA SEQUENCIAÇÃO NUCLEOTÍDICA 
Selecionados os clones recombinantes, por observação no gel de duas bandas de 
tamanho esperado (aproximadamente 260 e 3000 pb), procedeu-se à purificação das 
soluções de DNA plasmídico obtidas anteriormente (secção 2.7.4. Extração de DNA 
plasmídico por lise alcalina) com recurso ao kit comercial DNA Clean & 
ConcentratorTM-5 (Zymo Research, EUA), seguindo as instruções do fabricante. 
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A confirmação do sucesso da purificação, bem como a estimativa da quantidade 
de DNA plasmídico purificado, foi realizada através da aplicação de 1 µL da solução 
purificada à qual foi adicionado tampão de aplicação, para eletroforese em gel de 
agarose (SeaKem® LE, Lonza, EUA) a 1,2% (p/v), em tampão TAE a 0,5x, com 
brometo de etídio a 0,5 µg/mL, para visualização sob radiação ultravioleta. 
 
2.8. SEQUENCIAÇÃO NUCLEOTÍDICA 
As amostras de DNA purificadas (produtos de PCR, purificações diretamente a 
partir de géis de agarose, ou plasmídeos recombinantes) foram enviadas para 
sequenciação nucleotídica pelo método de terminação de cadeia descrito por Sanger 
(130), ao cuidado da empresa STAB VIDA (Portugal). Para tal, enviaram-se 15 µL das 
amostras purificadas (garantindo um mínimo de 400 ng e de 1 µg de DNA, por reação 
de sequenciação, respetivamente para produtos de PCR e para plasmídeos 
recombinantes). Os primeiros foram sequenciados com recurso ao primer VP1-2S (50 
pmol/reação), previamente utilizado nas reações de amplificação, e os segundos foram 
sequenciados utilizando-se o primer T7 (primer universal complementar à sequência 
imediatamente a montante da região de clonagem múltipla do vetor pGEM®-T Easy) 
(Figura 7). 
 
2.9. PESQUISA DE DNA DE POLIOMAVÍRUS NOS EXTRATOS CELULARES TOTAIS 
As culturas celulares resultantes da inoculação das amostras nas quais foi 
amplificado DNA genómico de poliomavírus por PCR (secção 2.4. Amplificação do 
DNA por PCR) foram igualmente testadas para a presença de DNA de poliomavírus, 
com o objetivo de se verificar a presença de vírus replicativo nas células inoculadas 
(Vero E6 ou A549, dependendo do tipo de hospedeiro de origem das amostras fecais, 
ver secção 2.2. Processamento das amostras e inoculação de culturas celulares). 
A amplificação do DNA de poliomavírus foi realizada em condições similares às 
apresentadas na secção 2.4. (Amplificação do DNA por PCR), tendo apenas sido 
alterada a quantidade de DNA matriz adicionada nas reações de amplificação. Na 
primeira PCR, foi usado 1 µL de extrato e, na segunda, foram usados 2 µL do produto 
da reação anterior. A análise dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese 
em gel de agarose (SeaKem® LE, Lonza, EUA) a 1,5% (p/v), em tampão TAE a 0,5x, 
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com brometo de etídio a 0,5 µg/mL. Os padrões de migração, tal como anteriormente, 
foram comparados com um marcador de peso molecular (GeneRuler™ 100 bp Plus 
DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, EUA). Os extratos aparentemente positivos, 
isto é, nos quais foi observado, em gel de agarose, um amplicão de tamanho esperado (≈ 
260 pb), foram estudados do modo descrito previamente, no que se refere à extração e 
purificação da banda de interesse, a partir do gel (secção 2.6. Extração e purificação de 
DNA a partir do gel de agarose) e envio para sequenciação nucleotídica. Esta foi 
efetuada nas condições relatadas na secção anterior. 
 
2.10. CONFIRMAÇÃO DE ESPÉCIES HOSPEDEIRAS ATRAVÉS DA SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA 
DO GENE DO CITOCROMO B 
Nas amostras positivas para a presença de DNA genómico de poliomavírus foi 
realizada a amplificação parcial do gene mitocondrial do citocromo b, através da técnica 
de PCR convencional, para confirmação da espécie hospedeira dos poliomavírus em 
questão, com recurso a um protocolo experimental descrito anteriormente (131,132). 
Para cada amplificação foram utilizados os primers L14724_for e H15149_rev 
(Tabela 3), numa concentração final de 0,4 µM, 12,5 µL de NZYTaq 2× Green Master 
Mix, 0,5 µL de solução de DNA, perfazendo-se o volume com água Milli-Q até 25 µL. 
A amplificação foi realizada no termociclador PCR Express (Thermo Hybaid, Reino 
Unido) com as condições indicadas na Tabela 4. Foram realizados também controlos 
negativos da amplificação, nos quais água Milli-Q foi adicionada em vez de solução de 
DNA. 
 
Tabela 3 - Primers utilizados na amplificação por PCR do gene mitocondrial do citocromo b.2 








                                                 
2 Adaptado de (132) 
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Tabela 4 - Condições de amplificação por PCR do gene mitocondrial do citocromo b. 
Desnaturação inicial Amplificação Extensão final 
95 °C, 06:00 
95 °C, 00:40 
50 °C, 01:00 
72 °C, 00:45 
40 Ciclos 72 °C, 05:00 
 
A análise dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de 
agarose (SeaKem® LE, Lonza, EUA) a 1,2% (p/v), em tampão TAE a 0,5x, com 
brometo de etídio a 0,5 µg/mL. Os padrões de migração das amostras foram 
comparados com um marcador de peso molecular (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA 
Ladder, Thermo Fisher Scientific, EUA). 
Os amplicões de interesse foram purificados com os kits comerciais DNA Clean 
& ConcentratorTM-5 ou ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, EUA), 
consoante o padrão de bandas apresentado. Se o gel mostrava um resultado específico 
de amplificação, a purificação era realizada diretamente a partir do produto de PCR, 
com o primeiro kit, caso contrário, recorria-se ao segundo, após extração do fragmento 
de DNA pretendido do gel de agarose. Os protocolos das purificações foram realizados 
de acordo com as instruções do fabricante. Findo este processo, as amostras foram 
enviadas para sequenciação nucleotídica, nas condições descritas na secção 2.8. 
(Sequenciação nucleotídica), com recurso ao primer L14724_for (50 pmol/reação de 
sequenciação). 
 
2.11. ANÁLISE BIOINFORMÁTICA DE SEQUÊNCIAS NUCLEOTÍDICAS 
 
2.11.1. SELEÇÃO E EDIÇÃO DE SEQUÊNCIAS 
Recebidos os resultados da sequenciação, foi efetuada uma pesquisa de regiões 
de semelhança local entre sequências, contra a base de dados GenBank do National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), tendo como objetivo confirmar, de modo 
rápido, a identidade das sequências obtidas, com recurso à ferramenta informática 
Standard Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (disponível em 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Selecionaram-se as sequências específicas, isto 
é, com identidade significativa com sequências de poliomavírus (ou identificadoras do 
hospedeiro em estudo, via citocromo b), e foram excluídas as restantes, resultantes de 
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amplificações inespecíficas de DNA de bactérias comensais ou do solo, de alimentos, 
entre outros). 
Após seleção das sequências, efetuou-se uma análise minuciosa dos respetivos 
cromatogramas, utilizando o programa informático Biological Sequence Alignment 
Editor (BioEdit) (versão 7.2.5) (disponível em 
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), procedendo-se à sua edição manual, 
quando necessário, incluindo a eliminação das sequências referentes aos primers. 
 
2.11.2. ÁRVORES FILOGENÉTICAS 
As árvores filogenéticas permitem estudar a história evolutiva de grupos de 
organismos através da análise comparativa das suas sequências de ácidos nucleicos. 
Assim, a identificação e classificação taxonómica das sequências de DNA de 
poliomavírus obtidas neste estudo foi realizada com recurso à construção de uma árvore 
filogenética, através de métodos não automatizados. Começou por se selecionar na base 
de dados GenBank, até 4 de janeiro de 2017, sequências de referência de poliomavírus 
(referenciadas na literatura consultada) e sequências que apresentaram elevadas 
identidades com as sequências em estudo na pesquisa prévia efetuada com a ferramenta 
BLASTn (47). 
Uma vez selecionadas as sequências de referência, procedeu-se ao seu 
alinhamento com as sequências obtidas neste trabalho, com recurso à versão online do 
programa informático Multiple sequence Alignment based on Fast Fourier Transform 
(MAFFT) (disponível em http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Após análise 
cuidadosa do alinhamento obtido, procedeu-se à sua edição no programa BioEdit. 
A árvore filogenética foi construída usando o programa informático Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA), versão 5 (133). O algoritmo estatístico 
utilizado foi o neighbor-joining (134), sendo as distâncias genéticas calculadas com 
base no modelo de dois parâmetros de Kimura (135), assumindo-se uma frequência 
igual de bases, uma taxa de transversões igual à de transições e a opção complete 
deletion. A robustez da inferência filogenética foi avaliada pelo método de 
bootstrapping, tendo sido realizadas, para o efeito, 1000 réplicas aleatórias, cujo 
resultado se refletiu numa árvore filogenética onde apenas os ramos suportados por 
valores iguais ou superiores a 70% foram considerados estatisticamente significativos 
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(136). Do conjunto original de sequências de referência selecionadas, foram eliminadas, 
num processo iterativo, algumas muito divergentes, no que se refere à região genómica 
em estudo (e.g. poliomavírus de peixes e de pinguim-de-adélia e algumas de genoma 
parcial), no sentido de aumentar a robustez da inferência filogenética realizada e, 
consequentemente, a validade dos resultados obtidos. A árvore filogenética final incluía 
as sequências do GenBank apresentadas no Anexo 3 – Sequências nucleotídicas de 
poliomavírus (PyV) usadas na análise filogenética. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1. PESQUISA DO DNA DE POLIOMAVÍRUS POR PCR 
 
3.1.1. AMOSTRAS FECAIS 
Das 163 amostras fecais estudadas, incluindo 144 provenientes de primatas em 
cativeiro no ZLX (Anexo 1 – Primatas em estudo), três de roedores de espécie não 
identificada (Mus sp.), uma de musaranho-de-dentes-brancos, igualmente com origem 
no ZLX, e 15 de morcegos, colhidas em Almada e Montemor-o-Novo, foi efetuada a 
pesquisa, por nested PCR, de uma região do gene VP1 do genoma de poliomavírus, 
correspondente a um fragmento de aproximadamente 250-270 pb, com recurso a 
primers degenerados descritos na literatura (5,6). 
Na análise dos resultados de amplificação, 35 amostras apresentaram amplicões 
presuntivamente positivos, isto é, possuíam um tamanho aproximado do esperado. 
Destas, obtiveram-se 66 sequências nucleotídicas: 44 resultantes da purificação de 
amplicões a partir do gel de agarose, devido a amplificações inespecíficas, e 22 
derivadas do processo de clonagem. Pela análise bioinformática, foi possível determinar 
que 21 sequências nucleotídicas (correspondentes a 17 amostras, algumas repetidas sob 
a forma de clones) revelaram identidade com as sequências de poliomavírus existentes 
na base de dados GenBank. 
Nos resultados obtidos (ver, como exemplo, Figura 9) foram identificadas 15 
amostras de primatas e duas de morcegos com DNA genómico de poliomavírus, o que 
se reflete em taxas de deteção de 10,4% e 13,3%, respetivamente, para os dois grupos 
de animais. A percentagem de amostras positivas é superior à esperada, uma vez que em 
estudos anteriores as amostras fecais com genoma de poliomavírus apresentavam 
valores percentuais inferiores, principalmente nos primatas não-humanos (59,137,138). 
Estes resultados poderão ter sido influenciados pelo facto das amostras de primatas em 
estudo terem origem apenas em animais em cativeiro, o que poderá facilitar a 
transmissão dos vírus entre os membros da mesma comunidade, entre animais mantidos 
em coabitação nas mesmas instalações ou entre instalações próximas. Apesar das taxas 
de deteção serem superiores às esperadas, há que salientar que as fezes não parecem ser 
a amostra ideal para a pesquisa destes vírus, uma vez que têm sido reportadas taxas de 
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deteção muito superiores noutro tipo de amostras biológicas, como, por exemplo, 
biopsias de pele, baço ou tecido muscular (2,59). Entre os grandes grupos de primatas, 
de salientar que foi detetada a presença de DNA de poliomavírus em amostras fecais de 
três espécies de macacos do Novo Mundo (mico-leão-dourado, saimiri-da-bolívia e 
macaco-fidalguinho) e numa espécie de macacos do Velho Mundo (babuíno-hamadrias) 
e de grandes símios (chimpanzé-comum), num total de cinco espécies distintas. Não se 
encontraram amostras positivas nos grupos dos prossímios e pequenos símios. As duas 
amostras fecais de morcego positivas para a presença de DNA de poliomavírus foram 




Figura 9 - Visualização dos produtos de nested PCR resultantes da amplificação de uma região do 
gene VP1 de poliomavírus nas amostras ZLX119-128, após migração eletroforética em gel de 
agarose a 1,2% (p/v), em tampão TAE a 0,5x, com brometo de etídeo (0,5 µg/mL). Ao centro 
encontra-se o marcador de peso molecular (M) GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 
Fisher Scientific, EUA) (cujas bandas de maior intensidade representam os fragmentos de 500 pb e 
1000 pb), a separar os resultados da primeira (à esquerda) e da segunda (à direita) ronda de PCR. 
Controlos negativos representados por CN. Seta a apontar para o fragmento de interesse (≈260 pb). 
 
3.1.2. EXTRATOS CELULARES TOTAIS 
Com o objetivo de avaliar a replicação em linhas celulares contínuas dos 
poliomavírus cujo DNA foi detetado por PCR nas amostras fecais testadas, foram 
selecionados extratos celulares totais, previamente obtidos, após inoculação de alíquotas 
das respetivas suspensões fecais filtradas, nas condições experimentais anteriormente 
descritas (secção 2.9. Pesquisa de DNA de poliomavírus nos extratos celulares totais), 
para a pesquisa do DNA viral, segundo o protocolo utilizado para as amostras fecais. 
500 pb 
1000 pb 
[RESULTADOS E DISCUSSÃO] 
38 
 
Nas amplificações resultantes, nenhum DNA de poliomavírus foi detetado, indicando a 
ausência de vírus replicativo nos sistemas celulares utilizados. 
Relativamente a este resultado, existem várias questões que devem ser 
ponderadas, isto é, poderíamos estar perante um baixo título viral no inóculo original, 
uma amostra de má qualidade, pela presença, por exemplo, de inibidores da replicação 
viral associados à natureza das amostras, ou um sistema de cultura de células não-
permissivo (5,139). Este último ponto poderá ser o mais importante, uma vez que 
existem evidências de que as linhas celulares convencionais usadas para a cultura de 
outros vírus não são muitas vezes adequadas para a replicação dos poliomavírus in vitro 
(140,141). Assim, o ideal seria realizar novas tentativas de isolamento dos poliomavírus 
identificados em linhas celulares mais próximas dos hospedeiros em questão (142). 
Apesar de, como se viu, não ter sido possível detetar DNA de poliomavírus nas 
culturas celulares, foi ainda assim obtido um amplicão, a partir da amostra ZLX120 
(Figura 10), cuja sequência nucleotídica apresentou identidade para um adenovírus 
símio. Embora os primers utilizados para a amplificação de DNA de poliomavírus 
sejam degenerados (ver secção 2.4. Amplificação do DNA por PCR), este resultado foi 
totalmente inesperado. Deste modo, realizou-se uma pesquisa das sequências para as 
quais os primers poderiam ter homologia, com recurso ao programa BLASTn, para 
verificar a existência de alguma similaridade com genomas dos membros da família 
Adenoviridae. A possibilidade teórica de se amplificar DNA de adenovírus com os 
primers utilizados neste estudo, embora em situação não ideal, acabou por ser 
confirmada e a constatação de que este vírus estaria de facto na amostra ZLX120 foi 
assegurada pelos resultados de um estudo prévio alusivo a adenovírus que incluía a 
referida amostra (125). 
 




Figura 10 - Visualização dos produtos de nested PCR resultantes da amplificação de uma região do 
gene VP1 de poliomavírus, proveniente dos extratos celulares totais da cultura, em células A549, da 
amostra ZLX120, após migração eletroforética em gel de agarose a 1,2% (p/v), em tampão TAE a 
0,5x, com brometo de etídeo (0,5 µg/mL). Ao centro encontra-se o marcador de peso molecular (M) 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, EUA) a separar os resultados da 
primeira (à esquerda) e da segunda (à direita) ronda de PCR. Controlos negativos representados 
por CCN (células A549 não infetadas) e CN. Seta a apontar para o fragmento de interesse (≈800 
pb). 
 
3.2. IDENTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES HOSPEDEIRAS ATRAVÉS DA SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA 
DO GENE DO CITOCROMO B 
Para as amostras nas quais foi detetado DNA genómico de poliomavírus foi 
realizada uma confirmação da espécie hospedeira (que havia sido indicada pelos 
colaboradores deste estudo, acompanhando cada uma das amostras) por PCR de 
citocromo b, seguida de sequenciação nucleotídica, de acordo com o protocolo de 
Kocher et al. (1989) e Irwin et al. (1991) (ver secção 2.10. Confirmação de espécies 
hospedeiras através da sequência nucleotídica do gene do citocromo b), e pesquisa de 
regiões de semelhança local entre sequências, recorrendo ao programa BLASTn, contra 
a base de dados GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(Tabela 5). Os resultados desta pesquisa confirmaram (na maioria dos casos), pelo 
menos, até ao nível taxonómico de género, a identificação de cada amostra fecal na qual 
foi revelada a presença de DNA de poliomavírus. Digno de nota que no caso das 
amostras de chimpanzés-comum foi possível inferir que estaríamos perante amostras 
com origem em subespécies diferentes, o que não era expectável. Os resultados do 
500 pb 
1000 pb 
[RESULTADOS E DISCUSSÃO] 
40 
 
BLASTn não permitiam a distinção inequívoca das diferentes subespécies, agrupando-
as aos pares, isto é, numas sequências parciais do gene do citocromo b havia maior 
identidade para as subespécies Pan troglodytes verus/Pan troglodytes ellioti e noutras 
para as subespécies Pan troglodytes troglodytes/Pan troglodytes schweinfurthii. Este 
tipo de agrupamento das subespécies de chimpanzé-comum é compreensível, 
considerando a proximidade evolutiva relativa entre elas, quando considerados os 
resultados da análise filogenética realizada com base na sequência nucleotídica 
completa do genoma mitocondrial, o que se reflete também na respetiva distribuição 
geográfica em África (Figura 11) (143). Foi possível confirmar, através de dados 
fornecidos pelo ZLX (R. Bernardino, comunicação pessoal), que a colónia de 
chimpanzés-comum era efetivamente constituída por indivíduos das subespécies P. t. 
verus e P. t. troglodytes, mantidos em coabitação na mesma instalação. 
Em três amostras (ZLX90, M71 e M78) não foi possível confirmar, de modo 
inequívoco, a identidade das espécies hospedeiras devido a problemas técnicos relativos 
à amplificação do DNA por PCR. 
 
 
Figura 11 - Distribuição geográfica e relações filogenéticas, baseadas na sequência nucleotídica 
completa do genoma mitocondrial, das subespécies de chimpanzé-comum (Pan troglodytes). As 
regiões do continente africano estão codificadas por cores: amarelo para Pan troglodytes verus, 
laranja para Pan troglodytes ellioti, rosa para Pan troglodytes troglodytes e azul para Pan troglodytes 
schweinfurthii. O ponto de interrogação indica uma incerteza relativa à classificação taxonómica 
dos chimpanzés que habitam a área respetiva, i.e., se devem ser classificados como Pan troglodytes 
verus ou como Pan troglodytes ellioti [adaptado de (143)]. 
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Tabela 5 - Amostras em estudo com DNA de poliomavírus. 
Amostra 
Hospedeiro 
Nome comum Nome científico 
ZLX26 Babuíno-hamadrias Papio hamadryas 
ZLX73 Macaco-fidalguinho Sapajus apella 
ZLX74 Macaco-fidalguinho Sapajus apella 
ZLX79 Mico-leão-dourado Leontopithecus rosalia 
ZLX87 Saimiri-da-bolívia Saimiri boliviensis boliviensis 
ZLX90* Saimiri-da-bolívia Saimiri boliviensis boliviensis 
ZLX94 Saimiri-da-bolívia Saimiri boliviensis boliviensis 
ZLX119 Chimpanzé-comum-ocidental Pan troglodytes verus 
ZLX120 Chimpanzé-comum-central Pan troglodytes troglodytes 
ZLX121 Chimpanzé-comum-ocidental Pan troglodytes verus 
ZLX122 Chimpanzé-comum-central Pan troglodytes troglodytes 
ZLX123 Chimpanzé-comum-central Pan troglodytes troglodytes 
ZLX124 Chimpanzé-comum-ocidental Pan troglodytes verus 
ZLX125 Chimpanzé-comum-ocidental Pan troglodytes verus 
ZLX128 Chimpanzé-comum-ocidental Pan troglodytes verus 
M71* Morcego-de-ferradura-pequeno Rhinolophus hipposideros 
M78* Morcego-de-ferradura-pequeno Rhinolophus hipposideros 
Legenda: ZLX – amostras de primatas do Jardim Zoológico de Lisboa; M – amostras de morcegos; *Não 
foi possível confirmar, de modo inequívoco, a identidade da espécie hospedeira por análise da sequência 
nucleotídica parcial do gene mitocondrial do citocromo b. 
 
3.3. ANÁLISE FILOGENÉTICA 
Para analisar as relações filogenéticas existentes entre as sequências de 
poliomavírus encontradas neste trabalho e entre estas e as depositadas nas bases de 
dados, foram construídas árvores filogenéticas, tal como descrito previamente (secção 
2.11.2. Árvores filogenéticas). Às 17 sequências nucleotídicas parciais da região VP1 
dos poliomavírus em estudo foram adicionadas as sequências de genoma completo de 
poliomavírus existentes nas bases de dados até 4 de janeiro de 2017. Para além destas, 
acrescentaram-se sequências que apresentavam maior identidade no BLASTn com as 
aqui descritas e que não se encontravam incluídas no conjunto anterior. Algumas 
sequências de genoma parcial, bem como as sequências de poliomavírus de peixes e de 
pinguim-de-adélia, revelaram-se posteriormente muito divergentes para permitir o 
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alinhamento na região amplificada, o que também foi observável em estudos anteriores 
(47,48), tendo, por isso, sido excluídas. Dado isto, um primeiro alinhamento de 125 
sequências (Anexo 3 – Sequências nucleotídicas de poliomavírus (PyV) usadas na 
análise filogenética) resultou na árvore apresentada no Anexo 4 – Árvore filogenética 
preambular. 
Nesta primeira versão (Anexo 4 – Árvore filogenética preambular), a inferência 
filogenética realizada revelou-se pouco consistente, uma vez que a árvore filogenética 
construída apresenta poucos valores de bootstrap considerados significativos (≥ 70%), 
incluindo em agrupamentos com algumas das sequências em estudo, em particular, as 
sequências com origem em morcegos (M71 e M78). Verifica-se ainda que não existe 
um agrupamento exclusivo para os poliomavírus de primatas ou de morcegos, uma vez 
que as respetivas sequências se encontram distribuídas pela topologia da árvore, o que 
acontece também para outros hospedeiros, como é o caso das aves. Dada a incerteza 
destes resultados, em muito devida ao tamanho muito reduzido do alinhamento múltiplo 
produzido (78 posições), procedeu-se à exclusão de algumas sequências, mais 
divergentes, que tinham grande impacto no referido alinhamento. Assim, foram 
eliminadas todas as sequências de poliomavírus de aves e, infelizmente, uma das 
sequências em estudo, a M71, para a realização de um segundo alinhamento múltiplo de 
sequências nucleotídicas, com um total de 132 posições nucleotídicas não ambíguas, do 
qual resultou a árvore apresentada na Figura 12. Pese embora o tamanho ainda reduzido 
deste alinhamento, foi, ainda assim, possível constatar uma melhoria da robustez da 
inferência filogenética realizada, refletida num maior número de agrupamentos 
suportados por valores de bootstrap significativos. 
Apesar das inferências que se seguem serem baseadas num alinhamento com um 
tamanho relativamente pequeno (132 nucleótidos, num genoma de aproximadamente 
5000 pb), tentar-se-ão tirar conclusões acerca dos resultados obtidos reconhecendo, 
antecipadamente, que o ideal seria realizar um alinhamento de genomas completos. 
Admite-se, ainda, que muitas dúvidas que poderão surgir na interpretação da árvore da 
Figura 12, poderiam ser clarificadas caso o alinhamento compreendesse um maior 
número de nucleótidos, no entanto, existem estudos nos quais foram inferidas relações 
filogenéticas relativamente robustas com alinhamentos nucleotídicos reduzidos 
(59,137). Por outro lado, seria eventualmente possível melhorar o grau de robustez desta 





Figura 12 - Árvore filogenética principal construída com base num 
alinhamento de 132 posições nucleotídicas da região codificante da 
proteína VP1 de poliomavírus, com recurso ao método de neighbor-
joining (134). A análise envolveu 118 sequências nucleotídicas que 
incluem 16 sequências de poliomavírus obtidas neste estudo (sem a 
sequência M71) e as sequências de genoma completo, ou de genoma 
parcial de poliomavírus com maior identidade na pesquisa com o 
BLASTn, existentes no GenBank até 4 de janeiro de 2017, com exceção 
dos poliomavírus de peixes, aves e algumas de genoma parcial muito 
divergente. Todas as posições do alinhamento que continham intervalos 
foram eliminadas. A percentagem de árvores replicadas nas quais os 
taxa associados se agruparam em conjunto no teste de bootstrap (1000 
réplicas) é mostrada junto aos ramos, sendo que apenas valores ≥ 70%, 
considerados significativos, são apresentados (136). A árvore é 
desenhada à escala, com os comprimentos dos ramos proporcionais às 
distâncias evolutivas calculadas usado o modelo de dois parâmetros de 
Kimura (135) (a escala indica 10% de distância genética). Todas as 
análises foram realizadas no programa MEGA5 (133). A designação das 
sequências de referência inclui o respetivo número de acesso no 
GenBank, bem como a identificação da espécie de origem (nomes 
comum e científico). Sequência em letra azul: poliomavírus de primata 
não-humano; em caixa azul: poliomavírus em estudo de primata não-
humano; em letra rosa: poliomavírus de morcego; em caixa rosa: 
poliomavírus em estudo de morcego. 
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inferência através da utilização de modelos e algoritmos de análise filogenética mais 
exaustivos (e.g. análise bayesiana), o que não se revelou possível, sobretudo por 
constrangimentos de ordem prática. 
Na árvore filogenética da Figura 12, é possível verificar que existe um outgroup 
claramente definido, que inclui poliomavírus humanos e de hospedeiros das ordens 
Rodentia e Artiodactyla, não compreendendo nenhuma das sequências em estudo. Estas, 
encontram-se agora em agrupamentos mais consistentes, suportados por valores de 
bootstrap ≥ 70%. Relativamente às sequências de poliomavírus de primatas não-
humanos e de morcegos, embora haja uma clara tendência para um agrupamento de 
acordo com a natureza do hospedeiro, ainda assim, os diferentes agrupamentos 
encontram-se intercalados pelos diferentes ramos da árvore filogenética, o que parece 
confirmar, desde logo, a ausência de uma coevolução estrita dos poliomavírus com os 
seus hospedeiros mamíferos (ver mais à frente). Isto é claramente observável 
considerando, e.g., as posições relativas dos poliomavírus de origem humana. Assim, e 
ainda relativamente a este assunto, há que ter em conta que os vírus isolados da mesma 
família ou ordem de hospedeiros não estão necessariamente agrupados em conjunto, 
mas que os vírus com relações filogenéticas mais próximas são frequentemente isolados 
de hospedeiros similares (2). 
Avaliando agora especificamente a inferência filogenética relativa às sequências 
nucleotídicas de poliomavírus obtidas neste estudo (Figura 12), verifica-se que as três 
sequências com origem nas amostras de saimiri-da-bolívia (Saimiri boliviensis 
boliviensis) apresentam duas localizações muito distintas na árvore. A sequência da 
amostra ZLX90 forma um grupo monofilético distinto, significativo (valor de bootstrap 
de 100%), com os vírus encontrados em primatas do género Saimiri, sendo que o 
poliomavírus detetado foi o expectável para este primata (apesar de, nesta amostra, não 
ter sido possível confirmar o hospedeiro por análise da sequência nucleotídica parcial de 
citocromo b), o poliomavírus de saimiri-da-bolívia, descrito pela primeira vez, em 2008, 
numa amostra de baço/sangue de saimiri-da-bolívia estudada na Faculdade de 
Veterinária da Universidade de Utrecht, Holanda (3), e para o qual existe uma sequência 
de genoma completo. Digno de nota que esta constituiu a primeira descrição de um 
poliomavírus numa espécie de macaco do Novo Mundo, alargando assim, à altura, a 
gama de hospedeiros naturais desta família de vírus. 
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Nas amostras ZLX87 e ZLX94, também de saimiri-da-bolívia, identificaram-se 
sequências nucleotídicas de poliomavírus com elevada identidade com a do 
poliomavírus de macaco-aranha-preto 1 (Ateles paniscus) (59), formando um 
agrupamento consistente suportado por um valor de bootstrap de 88%. No ZLX não 
existe esta espécie de primata, havendo, no entanto, um primata do mesmo género, o 
macaco-aranha-da-colômbia (Ateles fusciceps rufiventris), para o qual não foi descrito 
qualquer poliomavírus (neste trabalho ou na literatura). Apesar disto, e considerando 
que uma eventual infeção por poliomavírus nesta espécie de macaco-aranha possa não 
ter sido detetada neste trabalho por questões de ordem técnica, pesquisou-se a 
localização relativa das instalações dos saimiris-da-bolívia e dos macacos-aranha-da-
colômbia no recinto do ZLX, a fim de estimar a probabilidade de ocorrência de uma 
transmissão local interespécies (Figura 13). Deste modo, verificou-se que os saimiris-
da-bolívia são mantidos numa instalação isolada por água dos restantes primatas, para 
além de se encontrarem muito distantes fisicamente dos macacos-aranha-da-colômbia, 
os quais, por sua vez, também se encontram numa ilha. Estes dados são por isso 
indicadores de que a transmissão interespécies do vírus seria dificultada, o que estaria, 
no entanto, já indiciado pela elevada divergência genética entre as respetivas sequências 
de poliomavírus, observável na árvore filogenética da Figura 12. Não se pode pôr de 
parte, no entanto, a possibilidade desta transmissão ter ocorrido no passado, muito antes 
da disposição atual destes animais no ZLX (Figura 13), ou noutro jardim zoológico, 
dado que estes animais são trocados regularmente entre instituições sedeadas em regiões 
geográficas muito diversas, no âmbito de programas de conservação de espécies 
ameaçadas. Finalmente, de mencionar que as áreas de distribuição geográfica atual das 
três espécies de primatas na América do Sul não são sobreponíveis. 
 




Figura 13 – Localização das instalações dos primatas no ZLX. Legenda: 1 – macaco-fidalguinho; 2 
– saimiri-da-bolívia; 3 – siamango; 4 – macaco-cauda-de-leão, macaco-de-brazza, macaco-de-nariz-
branco, macaco-diana, macaco-uivador-preto; 5 – langur-de-java; 6 – macaco-do-japão; 7 – 
macaco-de-goeldi, mico-leão-de-juba-dourada, mico-leão-dourado, saguim-bicolor, saguim-cabeça-
de-algodão, saguim-comum, saguim-de-face-branca, saguim-de-mãos-douradas, saguim-de-tufos-
negros, saguim-imperador; 8 – gibão-de-mãos-brancas, macaco-aranha-da-colômbia; 9 – lémure-
de-cauda-anelada, lémure-de-fronte-branca, lémure-preto, lémure-preto-e-branco-de-colar, 
lémure-vermelho; 10 – chimpanzé-comum; 11 – colobo-guereza-do-monte-quénia, gorila-ocidental-
das-terras-baixas; 12 – gibão-de-mãos-brancas, orangotango-de-samatra; 13 – babuíno-hamadrias; 
14 – macaco-capuchinho-de-peito-amarelo [adaptado de (144)]. 
 
Para que se possa estimar a propensão dos vírus da família Polyomaviridae em 
infetar novas espécies hospedeiras, devemos ter em conta a sua história evolutiva (2). 
Uma vez que persistem muitas dúvidas a este propósito, existem três modelos que 
poderão explicar a evolução natural dos poliomavírus: o modelo de codivergência 
estrita, o modelo de codivergência com troca de hospedeiro e o modelo de divergência 
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O primeiro modelo, de codivergência estrita, é característico dos vírus que se 
diferenciam uns dos outros, a nível evolutivo, exatamente à mesma taxa de 
diferenciação dos respetivos hospedeiros. Apesar de poliomavírus com relações 
filogenéticas mais próximas serem frequentemente detetados em hospedeiros 
filogeneticamente aparentados, tal não é sempre verdadeiro e estudos prévios 
estabeleceram que a evolução desta família viral não está em conformidade com este 
modelo evolutivo (2,48). 
No modelo de codivergência com troca de hospedeiro, os vírus e respetivos 
hospedeiros codivergem mas, ocasionalmente, os vírus são transmitidos produtivamente 
entre hospedeiros distantemente relacionados. Embora existam indicações de que este 
modelo possa ser aplicável a alguns poliomavírus de aves, não existem até à data 
exemplos inequívocos de espécies de vírus desta família encontradas em mais do que 
um hospedeiro mamífero. Relativamente aos humanos, para além da descoberta de que 
o SV40 tinha sido um contaminante de vacinas contra o poliovírus produzidas em 
Codivergência estrita Codivergência com troca 
de hospedeiro 
Divergência intra-hospedeiro 
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células de macaco-reso, e de que milhões de pessoas haviam sido expostas 
acidentalmente ao SV40 por essa via, o seu potencial zoonótico é ainda enfatizado pela 
descoberta de anticorpos para este vírus no sangue de seres humanos que trabalham com 
primatas (145). No entanto, a ausência de evidências de transmissão produtiva dos 
poliomavírus entre humanos e animais (hospedeiros naturais destes vírus) com os quais 
convivemos ou dos quais nos alimentamos e o facto de o SV40 aparentar não ser 
transmissível, de modo produtivo, entre a população humana (48), apesar da infeção 
cruzada ter ocorrido, de modo artificial, a uma escala elevada, é algo a ter em conta a 
este respeito. Em suma, estas observações sugerem que o modelo de codivergência com 
troca de hospedeiro não é geralmente aplicável aos poliomavírus de mamíferos (48). 
No último modelo referido, o de divergência intra-hospedeiro, as diferentes 
linhagens de vírus divergem umas das outras a uma taxa superior à da diferenciação do 
hospedeiro, ou seja, eventos de rápida divergência viral ocorrem dentro de uma única 
linhagem de hospedeiro. A filogenia dos poliomavírus de mamíferos parece ser 
genericamente explicada por este modelo evolutivo (48). 
Uma vez que o modelo evolutivo mais adequado aos poliomavírus de mamíferos 
é o último, a probabilidade de ter ocorrido uma transmissão do vírus de um macaco-
aranha-da-colômbia para um saimiri-da-bolívia, ou vice-versa, parece ser ainda menor. 
No entanto, na remota eventualidade de tal ter acontecido, visto que existem exceções 
nestes modelos evolutivos, avaliou-se a relação filogenética destes macacos do Novo 
Mundo (Ateles paniscus/Ateles fusciceps vs. Saimiri boliviensis). Com base num estudo 
em que foram caracterizadas as relações filogenéticas de 186 espécies de primatas foi 
possível avaliar a proximidade evolutiva entre as espécies referidas (111). A 
divergência dos dois ramos evolutivos nos quais estão incluídas surgiu há cerca de 20-
25 milhões de anos, o que, comparativamente com a diferenciação da ordem Primates 
relativamente a outras ordens (87 milhões de anos), foi um evento relativamente 
recente. No entanto, os géneros Ateles e Saimiri são suficientemente distintos para que 
estejam classificados em famílias diferentes da parvordem Platyrrhini (macacos do 
Novo Mundo), i.e., Atelidae e Cebidae, respetivamente. Concluindo, parece ser mais 
provável que para as amostras de saimiri-da-bolívia ZLX87 e ZLX94 estejamos na 
presença de um poliomavírus ainda não descrito, cuja relação filogenética mais próxima 
é a encontrada com o poliomavírus de macaco-aranha-preto 1, sendo que esta hipótese 
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só poderá ser inequivocamente confirmada através da análise da sequência do genoma 
completo do vírus agora encontrado, uma vez que a inferência filogenética aqui 
realizada é baseada num pequeno segmento do genoma. Por fim, podemos concluir que, 
aparentemente, circulam nesta colónia de saimiris-da-bolívia do ZLX dois poliomavírus 
filogeneticamente distintos, dos quais não se pode afirmar se são de diferentes 
hospedeiros ou se representam uma coinfecção, visto que se desconhece a que indivíduo 
corresponde cada amostra, nem se existe mais do que uma amostra fecal por hospedeiro. 
Retomando a descrição dos resultados obtidos constantes na Figura 12, é de 
denotar que foram obtidos resultados inesperados para as amostras ZLX26, com origem 
em babuíno-hamadrias (Papio hamadryas), e ZLX79, proveniente de mico-leão-
dourado (Leontopithecus rosalia), uma vez que as sequências obtidas apresentaram 
identidade muito elevada com o poliomavírus de ratazana 1 (Rattus norvegicus) e o 
poliomavírus de rato-doméstico (Mus musculus), respetivamente. A presença destes 
vírus nestas amostras fecais levanta várias questões relativamente às suas origens, sendo 
possível avançar com várias hipóteses: os primatas apresentam infeções produtivas com 
estes vírus, que poderão replicar no seu trato digestivo; os primatas poderão ter ingerido 
presas, e/ou as respetivas fezes, infetadas por poliomavírus de roedores ou ainda 
alimentos contaminados pelos excrementos destes animais; ou os resultados derivam de 
uma contaminação ambiental das amostras (146–148). 
A primeira hipótese proposta, isto é, a dos primatas estarem infetados 
produtivamente com estes vírus, parece a priori menos provável, tendo por base o 
modelo evolutivo considerado mais adequado para os poliomavírus de mamíferos (48), 
uma vez que estamos a lidar com hospedeiros muito distintos (ordens Primates e 
Rodentia). Ainda assim, vários exemplos de transmissão cruzada interespecífica de 
vírus na natureza não nos permitem descartar por completo esta possibilidade. 
Outra das possibilidades colocadas foi o consumo de presas infetadas por estes 
poliomavírus. No seu habitat natural, a alimentação dos babuínos-hamadrias consiste 
numa dieta variada de fruta, flores, folhas, sementes, raízes e tubérculos, mas, tal como 
acontece com outros babuínos, estes também se alimentam oportunamente de 
invertebrados e pequenos mamíferos (149,150). Dado que os roedores estão incluídos 
nos pequenos mamíferos caçados noutras espécies de babuínos (151), há a possibilidade 
destes constituírem uma opção alimentar também para os babuínos-hamadrias. Embora 
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as dietas fornecidas aos babuínos em cativeiro possam certamente provisionar as suas 
necessidades nutricionais, estas não asseguram necessariamente as necessidades 
comportamentais, isto é, a caça do alimento, um comportamento que parece ser tão 
importante como o que daí resulta, o consumo. Num ambiente de cativeiro, onde as 
oportunidades de caça não estão geralmente disponíveis, os animais podem dirigir as 
suas atenções para os estímulos ambientais existentes (150), nos quais poderão estar 
incluídos os roedores que circulam nos diversos habitats do ZLX. Relativamente ao 
mico-leão-dourado, a sua dieta natural abrange fruta, flores, insetos e pequenos 
vertebrados (152,153). Apesar de não ter sido encontrada informação relativamente aos 
roedores fazerem ou não parte da alimentação destes primatas, sabe-se que são 
ingeridos, e.g., pelos saguins-cabeça-de-algodão (Saguinus oedipus), outra espécie da 
família Callitrichidae, e que para o género Leontopithecus não é encorajada a 
alimentação com ratos recém-nascidos, devido ao risco de transmissão do vírus da 
hepatite dos Callitrichidae (153), o que implica que também existirá a possibilidade 
destes pequenos mamíferos serem caçados e ingeridos por estes primatas. Já quanto ao 
consumo de fezes (neste caso, dos roedores infetados com os poliomavírus), embora 
não seja provável que constitua uma prática corrente num ambiente de alimentação 
adequada às necessidades nutricionais destes animais, como num jardim zoológico, este 
não pode ser de todo rejeitado. Na literatura, existem relatos de coprofagia em primatas, 
em particular, em situações nas quais os níveis de proteínas na dieta estão aquém das 
necessidades nutricionais dos animais (154). Por fim, alguns agentes virais têm sido 
transmitidos aos primatas através dos alimentos contaminados (com fezes ou urina de 
roedores ou de outros animais), ou do ambiente, em recinto de parque zoológico (153). 
Entre estes, contam-se importantes agentes patogénicos para os primatas, como, o vírus 
da coriomeningite linfocítica, o vírus Sendai e o vírus da hepatite dos Callitrichidae, já 
mencionado. Existem, normalmente, poucos sinais clínicos específicos, mas as taxas de 
mortalidade podem ser muito elevadas. 
A terceira e última proposta relativa à origem do DNA de poliomavírus 
encontrado nas fezes de babuínos-hamadrias e micos-leão-dourado foi a contaminação 
ambiental. Esta poderá ter resultado da contaminação das amostras fecais dos primatas 
com material fecal das espécies de roedores em causa (ratazana e rato-doméstico) que 
circulam nas suas instalações, antes da colheita ser efetuada, sendo que, no entanto, esta 
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hipótese não pode ser descartada por análise laboratorial (147,148). Apesar de não ter 
sido detetado por PCR de citocromo b o DNA genómico dos roedores em questão, isto 
não implica que esta hipótese seja refutada, uma vez que após amplificação por PCR, 
deteta-se, em geral, aquilo que está em maior quantidade na amostra, ou seja, neste 
caso, o DNA genómico dos primatas. 
Tendo em mente todas as hipóteses anteriormente colocadas, um segundo grupo 
de amostras fecais de babuíno-hamadrias (10 amostras) e mico-leão-dourado (5 
amostras) foram solicitadas ao ZLX no sentido de comprovar/refutar alguma delas. Para 
além disso, foram recebidos três intestinos, com matéria fecal, de roedores 
(identificados pelos médicos veterinários do ZLX como Mus sp.) e um de um 
musaranho (identificado, através da análise da sequência nucleotídica parcial do gene 
mitocondrial do citocromo b, como musaranho-de-dentes-brancos, Crocidura russula) 
que circulavam pelo ZLX e que foram capturados nas instalações dos macacos do Novo 
Mundo (onde é mantido o mico-leão-dourado), a fim de verificar se haveria alguma 
correspondência entre os poliomavírus eventualmente detetados por PCR. Nesta nova 
amostragem não foi detetado nenhum DNA de poliomavírus, o que significa que a 
hipótese de os primatas estarem produtivamente infetados com estes vírus é 
efetivamente diminuta. No entanto, tendo em conta que a replicação intermitente dos 
poliomavírus pode resultar na sua excreção periódica, as diferenças entre os resultados 
da primeira e segunda amostragens poderão ser consequência de alterações da 
replicação viral. Para a presença dos poliomavírus no primeiro grupo de amostras ter 
origem no consumo de alimentos infetados (roedores) ou contaminados (material fecal 
ou outros alimentos da dieta habitual dos animais), o DNA do vírus teria que perdurar 
através do trato digestivo, devido a uma taxa de decomposição relativamente lenta ou 
uma infeção temporária não viável (147), conseguindo assim surgir na matéria fecal do 
primata. Para isto concorrerá a elevada estabilidade ambiental caraterística de pequenos 
vírus nus, de simetria icosaédrica, como os poliomavírus. Ainda assim, fica em aberto 
se foi isso que ocorreu ou se se trata, de facto, de um exemplo de contaminação 
ambiental. 
Quanto às amostras de chimpanzé-comum (Pan troglodytes) (ZLX119, 
ZLX120, ZLX121, ZLX122, ZLX123, ZLX124, ZLX125 e ZLX128), é possível 
verificar que estas formam um agrupamento, muito consistente, constituído apenas por 
[RESULTADOS E DISCUSSÃO] 
52 
 
poliomavírus de primatas, bem como a sua muito elevada identidade, para a região do 
gene VP1 estudada, com o poliomavírus de chimpanzé-comum-ocidental 3 (Pan 
troglodytes verus) (valor de bootstrap de 100%). Embora, neste trabalho, não seja 
possível estabelecer a origem, em termos individuais, de cada uma das amostras fecais 
estudadas, podendo até haver amostras distintas com origem no mesmo animal, dada a 
elevada taxa de deteção observada (8/10), pode depreender-se que este poliomavírus 
circula efetivamente na colónia de chimpanzés do ZLX. Sabendo, no entanto, que em 
duas amostras desta colónia não foram detetados poliomavírus, isto poderá indicar que 
nem todos os indivíduos estarão infetados. De mencionar ainda, a elevada 
homogeneidade genética apresentada pelas sequências nucleotídicas obtidas. 
Uma vez que no ZLX existem duas subespécies de chimpanzés-comum (central 
e ocidental) (ver secção 3.2. Identificação das espécies hospedeiras através da sequência 
nucleotídica do gene do citocromo b), é provável que a origem da infeção resida nos 
chimpanzés-comum-ocidental (P. t. verus) e que a partir destes tenha ocorrido a 
transmissão do poliomavírus encontrado para os chimpanzés-comum-central (P. t. 
troglodytes). Dado que a troca de espécimenes entre zoos é uma prática comum, 
procurou-se saber onde foi identificado inicialmente este genoma de poliomavírus, uma 
vez que poderia haver alguma relação com a colónia de chimpanzés-comum existente 
no ZLX. Chegou-se à conclusão que foi inicialmente descoberto num chimpanzé-
comum-ocidental selvagem da Costa do Marfim (59), o que dificultou a formulação de 
alguma teoria relativamente à origem do vírus de Lisboa. Podemos, no entanto, 
especular sobre a origem dos animais da subespécie ocidental, fundadores da colónia do 
ZLX, na região da África Centro-Ocidental que inclui a Costa do Marfim. 
Relativamente às sequências amplificadas das amostras ZLX73 e ZLX74, de 
macaco-fidalguinho (Sapajus apella), a maior identidade foi encontrada com um 
poliomavírus de um hospedeiro diferente, o macaco-capuchinho-de-testa-branca (Cebus 
albifrons), formando um grupo monofilético na árvore filogenética suportado por um 
valor de bootstrap de 74%. Este vírus foi identificado inicialmente na pele de um 
animal que se encontrava em cativeiro na Alemanha (59). Apesar de estarmos a 
comparar poliomavírus de duas espécies de primatas diferentes, estas apresentam uma 
relação taxonómica muito próxima, estando ambas classificadas na subfamília Cebinae, 
uma vez que, ainda há poucos anos, se considerava que ambas pertenciam ao mesmo 
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género (Cebus) (111,155). Colocou-se a questão de se estar na presença de um 
poliomavírus ainda não descrito para a espécie macaco-fidalguinho, mas, após análise 
pormenorizada das sequências depositadas no GenBank, foi encontrada uma sequência 
parcial do gene VP1 de poliomavírus obtida a partir do sangue de um macaco-
fidalguinho (número de acesso FR692189). Embora neste trabalho também seja 
amplificada uma região do gene VP1, a sequência já depositada na base de dados é 
correspondente a uma região diferente do gene, o que, nestas circunstâncias, leva a que 
o poliomavírus de macaco-capuchinho-de-testa-branca 3 seja aquele que apresenta 
maior similaridade com as sequências encontradas nas amostras de macaco-fidalguinho 
do ZLX. Pode ainda referir-se que, até à data, não existe qualquer sequência de genoma 
completo desta espécie de poliomavírus nas bases de dados, sendo de todo o interesse a 
sua obtenção. O mesmo será naturalmente válido para as sequências de poliomavírus de 
macaco-fidalguinho obtidas neste estudo (ZLX73 e ZLX74), a par das sequências de 
saimiri-da-bolívia (ZLX87 e ZLX94) que apresentaram maior identidade com o 
poliomavírus de macaco-aranha-preto 1 (ver antes), pois tudo indica tratarem-se de 
novos poliomavírus. Para concluir, embora haja indícios nestas amostras da presença de 
novos poliomavírus de primatas, deve referir-se que neste estudo não foi detetado, no 
entanto, DNA de poliomavírus em qualquer espécie de primata pela primeira vez. 
Quanto às sequências de poliomavírus amplificadas nas amostras fecais de 
morcegos é possível avaliar, pela árvore filogenética do Anexo 4 – Árvore filogenética 
preambular, que se está perante dois poliomavírus de morcegos aparentemente distintos, 
pelo menos para a pequena região do genoma viral estudada, apesar da curta distância 
geográfica existente entre os locais de colheita das amostras M71 e M78 (≈ 2 km) 
(Figura 15). 
Na amostra M71, de morcego-de-ferradura-pequeno (Rhinolophus 
hipposideros), a sequência de VP1 obtida apresenta maior similitude com uma 
sequência do poliomavírus de morcego-castanho-pequeno (Myotis lucifugus), embora o 
respetivo emparelhamento seja suportado por um valor de bootstrap não significativo 
(Anexo 4 – Árvore filogenética preambular). Apesar da elevada incerteza associada a 
esta relação filogenética, é possível verificar, pelo tamanho dos ramos da árvore que 
suportam ambas as sequências, que estas são relativamente distantes uma da outra e, 
 




Figura 15 - Localização geográfica exata dos locais de colheita, no concelho de Montemor-o-Novo, 
das amostras fecais de morcego incluídas neste estudo. As localizações AB71 e AB78 são 
correspondentes às amostras M71 e M78 respetivamente. Figura gentilmente cedida gentilmente por 
César Capinha (GHTM, IHMT, UNL). 
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tendo em conta que o poliomavírus de morcego-castanho-pequeno foi encontrado 
inicialmente num local muito distante da origem da amostra portuguesa, isto é, no 
Canadá (46), existe a possibilidade de se estar perante um poliomavírus novo, cuja 
sequência genómica ainda não se encontra nas bases de dados, algo que poderá ser 
comprovado pela sequenciação do seu genoma completo. 
Esta hipótese é ainda corroborada pela dificuldade de emparelhamento desta 
sequência com as restantes, no primeiro alinhamento múltiplo produzido (Anexo 4 – 
Árvore filogenética preambular), razão pela qual esta sequência divergente foi retirada 
da análise filogenética subsequente (Figura 12). Por outro lado, não há evidência na 
literatura (ou nas bases de dados) da existência de qualquer poliomavírus descrito 
associado ao morcego-de-ferradura-pequeno (Rhinolophus hipposideros), embora 
tenham sido reportadas, muito recentemente, sequências genómicas de poliomavírus em 
outras três espécies do género Rhinolophus (dados ainda não publicados, números de 
acesso KJ641705, KJ641708 e LC185217). 
Para a amostra M78, também com origem em morcego-de-ferradura-pequeno, já 
é possível fazer uma avaliação mais consistente das sequências para as quais apresenta 
maior identidade, uma vez que foi possível manter a respetiva sequência nucleotídica 
incluída no alinhamento múltiplo, mais significativo, que resulta na árvore filogenética 
da Figura 12. Deste modo, é possível verificar que o poliomavírus detetado nesta 
amostra apresenta maior identidade filogenética com um poliomavírus encontrado numa 
espécie do mesmo género, o morcego-de-ferradura-menor (Rhinolophus pusillus), com 
um valor de bootstrap significativo de 76%. De nota, no entanto, que estas sequências 
apresentam uma distância genética relativamente elevada, sendo que o poliomavírus do 
morcego-de-ferradura-menor também foi descoberto num local distante da colheita da 
amostra M78, na China. Logo, parece muito provável que também este poliomavírus de 
morcego-de-ferradura-pequeno ainda não tenha sido descrito, algo a ser confirmado 
pela sequenciação do genoma completo ou, pelo menos, de um segmento de maior 







Com os resultados obtidos, é possível concluir que, das 163 amostras fecais 
sujeitas a rastreio (144 de primatas não-humanos, com origem em 36 espécies, de sete 
famílias distintas, cobrindo todos os grandes grupos taxonómicos de primatas, 15 de 
morcegos, três de Mus sp. e uma de musaranho-de-dentes-brancos), foi identificado 
DNA genómico de poliomavírus (região codificante da proteína estrutural da cápside 
VP1) em 17 delas (15 em amostras de primatas e duas em amostras de morcegos), no 
que resultou numa taxa de positividade global de 10,4%. Especificando mais, entre os 
grandes grupos de primatas, foi detetado DNA de poliomavírus em amostras fecais de 
três espécies de macacos do Novo Mundo (mico-leão-dourado, saimiri-da-bolívia e 
macaco-fidalguinho), uma espécie de macacos do Velho Mundo (babuíno-hamadrias) e 
uma de grandes símios (chimpanzé-comum), num total de cinco espécies, não se 
obtendo resultados positivos nos grupos dos prossímios (lémures) e dos pequenos 
símios (gibão-de-mãos-brancas e siamango). Algumas sequências nucleotídicas obtidas 
revelaram, no entanto, elevada similaridade com genomas de poliomavírus de roedores 
(rato-doméstico e ratazana), ao invés de poliomavírus de primatas. No cômputo geral, 
de salientar que a taxa de deteção encontrada é superior à geralmente reportada na 
literatura, em especial, se considerarmos a natureza das amostras biológicas utilizadas 
(fezes). Estas apresentam a vantagem, entre outras, de uma colheita simples, por 
métodos não invasivos, não levantando, portanto, quaisquer questões de ordem ética. 
Na colónia de saimiri-da-bolívia (Saimiri boliviensis boliviensis) do ZLX 
parecem circular dois poliomavírus filogeneticamente distintos (o poliomavírus de 
saimiri-da-bolívia e outro relacionado evolutivamente com o poliomavírus de macaco-
aranha-preto 1), dos quais se desconhece se estão presentes em diferentes hospedeiros 
ou se representam uma coinfecção, dadas as circunstâncias de colheita das amostras 
fecais (embora não tenham sido detetadas sequências dos dois tipos de poliomavírus 
numa mesma amostra). Relativamente ao segundo tipo, poder-se-á estar na presença de 
um poliomavírus ainda não descrito na literatura. Nas amostras de babuíno-hamadrias 
(Papio hamadryas) e de mico-leão-dourado (Leontopithecus rosalia) foram detetados 
dois poliomavírus que usualmente infetam roedores, os poliomavírus de ratazana 1 e de 




dos primatas (primeira de colheita de amostras correspondente a um momento de 
replicação viral), da infeção natural dos respetivos roedores pelos vírus (ingestão direta 
pelos primatas, ou através dos respetivos excrementos, diretamente ou como 
contaminantes dos seus alimentos) ou ser oriundo da contaminação ambiental das 
amostras fecais estudadas antes da sua recolha. Nos chimpanzés-comum (Pan 
troglodytes) existentes no ZLX circula o poliomavírus de chimpanzé-ocidental 3, o que 
nos leva a crer que a via de transmissão do vírus mais provável tenha sido da subespécie 
de chimpanzé-comum-ocidental (P. t. verus) para a central (P. t. troglodytes), uma vez 
que coexistem as duas nesta colónia, tendo-se encontrado amostras fecais com DNA de 
poliomavírus com origem em ambas (como inferido pela análise da sequência 
nucleotídica parcial do gene mitocondrial do citocromo b). Por outro lado, as amostras 
de macaco-fidalguinho (Sapajus apella) apresentaram elevada identidade com o 
poliomavírus de macaco-capuchinho-de-testa-branca 3, o que poderá ser uma 
consequência da inexistência de uma sequência nucleotídica maior da região VP1, ou de 
um genoma completo, do único poliomavírus de macaco-fidalguinho existente na base 
de dados GenBank. No entanto, não podemos eliminar a hipótese da nova sequência 
agora obtida corresponder efetivamente a um poliomavírus deste hospedeiro e não 
anteriormente descrito. Por fim, nas amostras fecais de morcego-de-ferradura-pequeno 
(Rhinolophus hipposideros) foram detetados dois poliomavírus distintos (pelo menos, 
para a região genómica de VP1 estudada), cujas sequências nucleotídicas aparentam ser 
de poliomavírus ainda não descritos. Curiosamente, apesar desta diferença, os locais de 
colheita das duas amostras positivas correspondem a colónias de morcegos desta 
espécie localizadas a curta distância geográfica. 
Para os potenciais novos poliomavírus detetados (um de saimiri-da-bolívia e 
dois de morcego-de-ferradura-pequeno), assim como para o poliomavírus detetado nas 
amostras de macaco-fidalguinho (para o qual ainda não existe sequência do genoma 
completo), seria de especial interesse obter sequências nucleotídicas de maior tamanho, 
em particular, dos genomas completos. Desta forma, seria possível, por um lado, 
confirmar a novidade dos nossos resultados e, por outro lado, ajudar a colmatar algumas 
lacunas na história evolutiva desta família de vírus, que está em constante evolução. 
Exemplo disso, é a recente descoberta e caracterização, com recurso a técnicas de 




correspondentes a fragmentos de proteínas típicas dos vírus da família Polyomaviridae 
em lagartos e artrópodes, como, e.g., aranhas e escorpiões (48), bem como de 
sequências de DNA de poliomavírus altamente divergentes em várias espécies de peixes 
marinhos, incluindo o peixe-guitarra-gigante (Rhynchobatus djiddensis), um peixe 
cartilaginoso (1,48). Neste último caso, é curioso que embora o genoma do vírus 
apresente a disposição característica das grelhas de leitura abertas principais dos 
poliomavírus, o seu tamanho (de cerca de 3950 pb) é substancialmente menor do que o 
que anteriormente tinha sido considerado o menor membro conhecido desta família (o 
do poliomavírus bovino 1, com cerca de 4700 pb). Na impossibilidade de sequenciar na 
sua totalidade os quatro genomas de poliomavírus acima referidos, detetados neste 
trabalho, poderiam ser usados novos primers para a obtenção de sequências 
nucleotídicas de maior tamanho. Isto permitiria uma análise filogenética mais robusta 
das sequências estudadas e a inclusão de um maior número de sequências de 
poliomavírus de referência, incluindo de alguns novos vírus, de origem humana, de 
morcegos e de alpaca (NC_034253, NC_034218-21, NC_034251), já descritas após a 
data estipulada para recolha das sequências usadas neste estudo (31,156,157). 
Considerando a relação filogenética próxima entre poliomavírus de morcegos e 
de primatas não-humanos, uma vez que eles tendem a agrupar-se em grupos 
monofiléticos nas árvores filogenéticas, os morcegos podem ser importantes na 
manutenção e transmissão de novos poliomavírus para os primatas (137,158). Uma vez 
que os primatas não-humanos são os nossos parentes biológicos mais próximos, existe 
uma barreira genética muito ténue para a transmissão dos vírus que os afetam para o 
Homem (159). É sobejamente conhecido que uma elevada proporção de doenças 
infeciosas humanas emergentes e reemergentes são zoonoses, com origem na fauna 
selvagem, e, tanto os primatas não-humanos como os morcegos, são reconhecidamente 
uma fonte significativa de agentes zoonóticos, nomeadamente de natureza viral (160). 
Desconhece-se ainda a origem evolutiva dos poliomavírus humanos, podendo a zoonose 
ser uma importante fonte da infeção humana (161–163), ou seja, poliomavírus não-
humanos poderão ser os ancestrais dos vírus humanos. Esta teoria é indiretamente 
apoiada pela presença na espécie humana de anticorpos contra poliomavírus de outras 
espécies (145,164,165), para além da constatação de que, em termos estruturais, as 




apresentam um elevado grau de identidade (166). Assim, como complemento deste 
estudo, seria pertinente avaliar a infeção por poliomavírus nos indivíduos (tratadores, 
médicos veterinários, etc.), e respetivos familiares mais próximos, que lidam com os 
primatas do ZLX. 
Finalmente, e relativamente às tentativas de isolamento viral em cultura celular, 
que não foram bem sucedidas, para os poliomavírus aqui detetados por abordagem 
molecular, poderia ser realizada uma nova abordagem com a utilização de sistemas 
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ANEXO 1 – PRIMATAS EM ESTUDO 
Os primatas estudados estão aqui representados, organizados por grandes grupos 
taxonómicos, com a indicação dos nomes comum e científico, para além do número de 




                                                 

















MACACOS DO NOVO MUNDO4 
 
                                                 









































Saguim-imperador (Saguinus imperator 
subgrisescens)
•N = 2






MACACOS DO VELHO MUNDO5 
 
                                                 






































                                                 
6 Adaptado de (231,232) 















ANEXO 2 – MEIOS E SOLUÇÕES 
 
TAMPÃO TRIS-ACETATO-EDTA (TAE) 1X 
40 mM Tris 
20 mM Ácido acético 
1 mM Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA, do inglês 
ethylenediaminetetraacetic acid) (pH 8,0) 
 
TAMPÃO DE APLICAÇÃO 10X (DO GEL DE AGAROSE) 
0,25% (p/v) Azul de bromofenol 
40% (p/v) Sacarose 
 
TAMPÃO DA LIGASE DE DNA DO FAGO T4 2X (PROMEGA, EUA) 
60 mM Tris-HCl (pH 7,8) 
20 mM MgCl2 
20 mM Ditiotreitol 
2 mM Adenosina trifosfato 
10% (v/v) Polietilenoglicol (PEG) (MW8000, ACS Grade) 
 
MEIO DE CRIOPRESERVAÇÃO 
10% (v/v) Dimetilsulfóxido (DMSO) 
10% (v/v) Glicerol 
 
MEIO DE TRANSFORMAÇÃO E ARMAZENAMENTO (TSS) 1X 
LB 1x 
10% (v/v) PEG 6000 
5% (v/v) DMSO 








TAMPÃO TRIS-EDTA-GLICOSE 1X 
25 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
10 mM EDTA 
50 mM Glicose 
 
DODECILSULFATO DE SÓDIO (SDS) ALCALINO 
0,2 N NaOH 
1,5% (v/v) SDS 
 
TAMPÃO TRIS-EDTA 1X, COM RNASE 
10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
1 mM EDTA 
50 µg/mL RNase A 
 
TAMPÃO ECORI 10X (THERMO FISHER SCIENTIFIC, EUA) 
50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
10 mM MgCl2 
100 mM NaCl 
0,02% (v/v) Triton X-100 





ANEXO 3 – SEQUÊNCIAS NUCLEOTÍDICAS DE POLIOMAVÍRUS (PYV) USADAS NA ANÁLISE FILOGENÉTICA 
 





bibliográfica Ordem Família Espécie 
PyV de aves NC_004764 - - Várias (da Classe Aves) (167) 
PyV de raposa-voadora-de-celebes, isolado 5b-2 AB972940 Chiroptera Pteropodidae Acerodon celebensis (138) 
PyV de raposa-voadora-de-celebes, isolado 6a NC_026762 Chiroptera Pteropodidae Acerodon celebensis (138) 
PyV hemorrágico de ganso-bravo NC_004800 Anseriformes Anatidae Anser anser (168) 
PyV de morcego-frugívoro-de-cabeça-achatada 1 JQ958887 Chiroptera Phyllostomidae Artibeus planirostris (158) 
PyV de morcego-frugívoro-de-cabeça-achatada 2 JQ958886 Chiroptera Phyllostomidae Artibeus planirostris (158) 
PyV de morcego-frugívoro-de-cabeça-achatada 3 JQ958890 Chiroptera Phyllostomidae Artibeus planirostris (158) 
PyV de macaco-aranha-preto 1 NC_019853 Primates Atelidae Ateles paniscus (59) 
PyV de boi NC_001442 Artiodactyla Bovidae Bos taurus (169) 
PyV de boi 2 NC_025811 Artiodactyla Bovidae Bos taurus (170) 
PyV de boi 3 NC_025800 Artiodactyla Bovidae Bos taurus (1) 
PyV de morcego-de-nariz-de-coração NC_020067 Chiroptera Megadermatidae Cardioderma cor (137) 
PyV de morcego-de-cauda-curta-de-seba 1 NC_028120 Chiroptera Phyllostomidae Carollia perspicillata (158) 
PyV de macaco-capuchinho-de-testa-branca 1 NC_019854 Primates Cebidae Cebus albifrons (59) 
PyV de macaco-capuchinho-de-testa-branca 3 JX159998 Primates Cebidae Cebus albifrons (59) 
PyV de cercopiteco-de-orelhas-vermelhas 1 NC_025892 Primates Cercopithecidae Cercopithecus erythrotis (59) 
PyV de Chaerephon sp. 1 NC_020065 Chiroptera Molossidae Chaerephon sp. (137) 









bibliográfica Ordem Família Espécie 
PyV de macaco-vervet 2 NC_025896 Primates Cercopithecidae Chlorocebus pygerythrus (171) 
PyV de macaco-vervet 3 NC_025898 Primates Cercopithecidae Chlorocebus pygerythrus (171) 
PyV linfotrópico-B de macaco-verde-africano NC_004763 Primates Cercopithecidae Chlorocebus sp. (172) 
PyV de gralha-de-nuca-cinzenta NC_007922 Passeriformes Corvidae Corvus monedula (173) 
PyV de pássaro-talhante-cinzento NC_023008 Passeriformes Cracticidae Cracticus torquatus (174) 
PyV de golfinho-comum-de-bico-curto 1 NC_025899 Cetacea Delphinidae Delphinus delphis (175) 
PyV de morcego-vampiro-comum 1 NC_028122 Chiroptera Phyllostomidae Desmodus rotundus (158) 
PyV de morcego-frugívoro-de-costas-nuas-das-
molucas, isolado 5a 
NC_026768 Chiroptera Pteropodidae Dobsonia moluccensis (138) 
PyV de morcego-frugívoro-de-costas-nuas-das-
molucas, isolado 6b 
NC_026770 Chiroptera Pteropodidae Dobsonia moluccensis (138) 
PyV de morcego-frugívoro-de-costas-nuas-das-
molucas, isolado 6c 
NC_026769 Chiroptera Pteropodidae Dobsonia moluccensis (138) 
PyV de morcego-frugívoro-cor-de-palha-africano 1 NC_020068 Chiroptera Pteropodidae Eidolon helvum (137) 
PyV de lontra-marinha 1 NC_025259 Carnivora Mustelidae Enhydra lutris (176) 
PyV de cavalo NC_017982 Perissodactyla Equidae Equus caballus (177) 
PyV de gorila-ocidental-das-terras-baixas 1 NC_025380 Primates Hominidae Gorilla gorilla gorilla (6) 
PyV humano 6 NC_014406 Primates Hominidae Homo sapiens (24) 
PyV humano 7 NC_014407 Primates Hominidae Homo sapiens (24) 









bibliográfica Ordem Família Espécie 
PyV humano 12 NC_020890 Primates Hominidae Homo sapiens (29) 
PyV humano associado a tricodisplasia espinulosa NC_014361 Primates Hominidae Homo sapiens (25) 
PyV humano BK NC_001538 Primates Hominidae Homo sapiens (178) 
PyV humano de células de Merkel NC_010277 Primates Hominidae Homo sapiens (24) 
PyV humano de New Jersey NC_024118 Primates Hominidae Homo sapiens (30) 
PyV humano JC NC_001699 Primates Hominidae Homo sapiens (179) 
PyV humano KI NC_009238 Primates Hominidae Homo sapiens (21) 
PyV humano MW NC_018102 Primates Hominidae Homo sapiens (27) 
PyV humano STL NC_020106 Primates Hominidae Homo sapiens (28) 
PyV humano WU NC_009539 Primates Hominidae Homo sapiens (22) 
PyV de foca-de-weddell 1 NC_032120 Carnivora Phocidae Leptonychotes weddellii (180) 
PyV de elefante-da-savana-africano 1 NC_022519 Proboscidea Elephantidae Loxodonta africana (181) 
PyV de macaco-cinomolgo 1 NC_019851 Primates Cercopithecidae Macaca fascicularis (59) 
Vírus símio 40 de macaco-reso NC_001669 Primates Cercopithecidae Macaca mulatta (182) 
PyV de rato-do-benim NC_025895 Rodentia Muridae Mastomys natalensis (183) 
PyV de texugo-europeu 1, isolado francês NC_026473 Carnivora Mustelidae Meles meles (2) 
PyV de texugo-europeu 1, isolado UK KP644239 Carnivora Mustelidae Meles meles (2) 
PyV de hamster-sírio NC_001663 Rodentia Cricetidae Mesocricetus auratus (184) 
PyV de rato-do-campo-comum NC_028119 Rodentia Cricetidae Microtus arvalis (185) 









bibliográfica Ordem Família Espécie 
PyV de morcego-de-cauda-livre-aveludado-de-
pallas 1 
NC_028123 Chiroptera Molossidae Molossus molossus (158) 
PyV de rato-doméstico M34958 Rodentia Muridae Mus musculus (186) 
PyV de rato-doméstico, estirpe A2 J02288 Rodentia Muridae Mus musculus (182) 
PyV de rato-doméstico, estirpe A3 J02289 Rodentia Muridae Mus musculus (187) 
PyV de rato-doméstico, estirpe BG NC_001515 Rodentia Muridae Mus musculus Não publicado 
PyV de rato-doméstico, estirpe LID U27813 Rodentia Muridae Mus musculus (188) 
PyV de rato-doméstico, estirpe de placas pequenas 
de Crawford 
K02737 Rodentia Muridae Mus musculus (189) 
PyV de rato-doméstico, estirpe PTA U27812 Rodentia Muridae Mus musculus (188) 
Vírus pneumotrópico murino NC_001505 Rodentia Muridae Mus musculus (190) 
PyV de rato-silvestre-das-escarpas NC_028117 Rodentia Cricetidae Myodes glareolus (185) 
PyV de morcego-castanho-pequeno NC_011310 Chiroptera Vespertilionidae Myotis lucifugus (46) 
PyV de morcego-de-pequim KJ641707 Chiroptera Vespertilionidae Myotis pequinius Não publicado 
PyV de morcego-de-cauda-livre-orelhudo 1 NC_020071 Chiroptera Molossidae Otomops martiensseni (137) 
PyV de morcego-de-cauda-livre-orelhudo 2 NC_020066 Chiroptera Molossidae Otomops martiensseni (137) 
PyV de ovelha 1 NC_026942 Artiodactyla Bovidae Ovis aries (48) 
PyV de chimpanzé-comum-central, isolado Azzie FR692336 Primates Hominidae Pan troglodytes troglodytes (191) 
PyV de chimpanzé-comum-ocidental, isolado Bob NC_014743 Primates Hominidae Pan troglodytes verus (191) 









bibliográfica Ordem Família Espécie 
PyV de chimpanzé-comum-oriental 2 NC_019858 Primates Hominidae Pan troglodytes schweinfurthii (59) 
PyV de chimpanzé-comum-central 1 NC_027532 Primates Hominidae Pan troglodytes troglodytes (192) 
PyV de chimpanzé-comum-ocidental 1 NC_025368 Primates Hominidae Pan troglodytes verus (6) 
PyV de chimpanzé-comum-ocidental 1b HQ385747 Primates Hominidae Pan troglodytes verus (6) 
PyV de chimpanzé-comum-ocidental 2a NC_025370 Primates Hominidae Pan troglodytes verus (6) 
PyV de chimpanzé-comum-ocidental 3 NC_019855 Primates Hominidae Pan troglodytes verus (59) 
PyV de chimpanzé-comum-ocidental 4 NC_019856 Primates Hominidae Pan troglodytes verus (59) 
PyV de chimpanzé-comum-ocidental 5 NC_019857 Primates Hominidae Pan troglodytes verus (59) 
PyV de chimpanzé-comum-ocidental 8 NC_028635 Primates Hominidae Pan troglodytes verus (193) 
PyV de babuíno-amarelo 1 NC_025894 Primates Cercopithecidae Papio cynocephalus (171) 
PyV de babuíno-amarelo 2 AB767295 Primates Cercopithecidae Papio cynocephalus (171) 
Vírus símio 12 de babuíno-chacma NC_007611 Primates Cercopithecidae Papio ursinus (194) 
PyV de colobo-vermelho-do-rio-tana 1 NC_019850 Primates Cercopithecidae Piliocolobus rufomitratus (59) 
PyV de orangotango-de-samatra NC_028127 Primates Hominidae Pongo abelii (7) 
PyV de orangotango-de-bornéu NC_013439 Primates Hominidae Pongo pygmaeus (7) 
PyV de guaxinim NC_023845 Carnivora Procyonidae Procyon lotor (195) 
PyV de morcego-de-costas-nuas-de-davy NC_020070 Chiroptera Mormoopidae Pteronotus davyi (137) 
PyV de morcego-de-bigodes-de-parnell 1 NC_028121 Chiroptera Mormoopidae Pteronotus parnellii (158) 
PyV de Pteropus sp., isolado 6d-1 NC_026766 Chiroptera Pteropodidae Pteropus sp. (138) 









bibliográfica Ordem Família Espécie 
PyV de raposa-voadora-gigante NC_026767 Chiroptera Pteropodidae Pteropus vampyrus (138) 
PyV de dom-fafe NC_007923 Passeriformes Fringillidae Pyrrhula pyrrhula (173) 
PyV de ratazana 1, isolado 3671 KR065723 Rodentia Muridae Rattus norvegicus (196) 
PyV de ratazana 1, isolado 3690 NC_027531 Rodentia Muridae Rattus norvegicus (196) 
PyV de ratazana 1, isolado 5704 KR075945 Rodentia Muridae Rattus norvegicus (196) 
PyV de ratazana 2 NC_032005 Rodentia Muridae Rattus norvegicus Não publicado 
PyV de morcego-de-ferradura-grande KJ641708 Chiroptera Rhinolophidae Rhinolophus ferrumequinum Não publicado 
PyV de morcego-de-ferradura-menor KJ641705 Chiroptera Rhinolophidae Rhinolophus pusillus Não publicado 
PyV de saimiri-da-bolívia NC_009951 Primates Cebidae Saimiri boliviensis (3) 
PyV de macaco-esquilo-comum 1 JX159989 Primates Cebidae Saimiri sciureus  (59) 
PyV de canário-comum NC_017085 Passeriformes Fringillidae Serinus canaria (197) 
PyV de morcego-pequeno-de-ombros-amarelos 1 JQ958888 Chiroptera Phyllostomidae Sturnira lilium (158) 
PyV de morcego-de-cauda-livre-brasileiro 1 NC_026012 Chiroptera Molossidae Tadarida brasiliensis (198) 
PyV de morcego-de-cauda-livre-brasileiro 2 NC_026015 Chiroptera Molossidae Tadarida brasiliensis (198) 





ANEXO 4 – ÁRVORE FILOGENÉTICA PREAMBULAR 
 
Árvore filogenética preambular construída com base num alinhamento 
de 78 posições nucleotídicas da região codificante da proteína VP1 de 
poliomavírus, com recurso ao método de neighbor-joining (134). A 
análise envolveu 125 sequências nucleotídicas que incluem as 17 
sequências de poliomavírus obtidas neste estudo e as sequências de 
genoma completo, ou de genoma parcial de poliomavírus com maior 
identidade na pesquisa com o BLASTn, existentes no GenBank até 4 de 
janeiro de 2017, com exceção dos poliomavírus de peixes, pinguim-de-
adélia e algumas de genoma parcial muito divergente. Todas as posições 
do alinhamento que continham intervalos foram eliminadas. A 
percentagem de árvores replicadas nas quais os taxa associados se 
agruparam em conjunto no teste de bootstrap (1000 réplicas) é mostrada 
junto aos ramos, sendo que apenas valores ≥ 70%, considerados 
significativos, são apresentados (136). A árvore é desenhada à escala, 
com os comprimentos dos ramos proporcionais às distâncias evolutivas 
calculadas usado o modelo de dois parâmetros de Kimura (135) (a 
escala indica 10% de distância genética). Todas as análises foram 
realizadas no programa MEGA5 (133). A designação das sequências de 
referência inclui o respetivo número de acesso no GenBank, bem como 
a identificação da espécie de origem (nomes comum e científico). 
Sequência em letra azul: poliomavírus de primata não-humano; em 
caixa azul: poliomavírus em estudo de primata não-humano; em letra 
rosa: poliomavírus de morcego; em caixa rosa: poliomavírus em estudo 
de morcego. 
 
